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1 Zusammenfassung

Pflanzen interagieren mit einer Vielzahl von verschiedenen Mikroorganismen. Sie werden
stéandig von Pathogenen herausgefordert, bilden aber auch mutualistische Assoziationen mit
nutzlichen Mikroorganismen. Zwischen ,Freund“ und ,Feind“ zu unterscheiden ist daher von
ungeheurer Bedeutung flr die Pflanze.

Die mit Abstand am weitesten verbreitete nitzliche Interaktion stellt die arbuskulare Mykor-
rhiza—Symbiose zwischen Pflanzenwurzeln und den Pilzen des monophyletischen Stamms
der Glomeromycota dar. Die AM-Pilze unterstiitzen die Pflanzen mit essentiellen Nahrstoffen
wie anorganischem Stickstoff und Phosphat, verbessern das Pflanzen-Wachstum, férdern
die pflanzliche Vielfalt und spielen eine wichtige Rolle im N&hrstoffkreislauf unseres Plane-
ten. Die AM-Symbiose ist daher von globaler Bedeutung. Obligat biotrophe Pilze, wie die
AM-Pize, etablieren Langzeitbeziehungen mit ihren Wirten um ihren Lebenszyklus vervoll-
stéandigen zu kénnen. Dabei missen sie mit den Abwehrreaktionen dieser zurrechtkommen
um sich in der lebenden Pflanze entwickeln zu kénnen. Es ist allgemein anerkannt, dass
pathogene Mikroorganismen Uber eine Vielzahl sekretierter Effektorproteinen verfligen um
das zellulare Programm ihres Wirtes zu manipulieren und einer Abwehrreaktion zu entgehen.
Uber potentielle Effektorproteine in der AM war allerdings bisher nichts bekannt.

Durch Modifizierung der Yeast Signal Sequence Trap Methode gelang es in dieser Arbeit
eine neuartige Familie sekretierter Proteine des AM-Pilzes Glomus intraradices zu isolieren.
Alle Mitglieder dieser kleinen Familie zeigen einen konservierten Doménenaufbau mit Sig-
nalpeptid, Zellkern Lokalisationssignal und hydrophilen, tandem-artigen Repeats. Es konnte
gezeigt werden, dass ein Protein dieser Familie, SP7, von G. intraradices sekretiert wird und
nach Translokation in die Pflanzenzelle im Zellkern mit dem pflanzlichen Transkriptionsfaktor
MtERF19 interagiert. Die Expression von MtERF19 wird stark durch eine pathogene Interak-
tion mit Colletotrichum trifolii, sowie von verschiedenen pilzlichen Zellextrakten aber nur tran-
sient wahrend der Kolonisierung durch Mykorrhizapilze induziert. Konstitutive Expression von
SP7 in Pflanzen flhrte zu einem héheren Mykorrhizierungslevel, reduzierte aber die durch C.
trifolii hervorgerufene Induktion von MtERF19 sowie des pflanzlichen Abwehrgens PR10b.
Desweiteren verminderte die Expression von SP7 im Reispathogen Magnaporthe oryzae die
pathogenen Symptome der Wurzelinfektion. Zusammengefasst lasst sich sagen, dass es
sich bei SP7 um ein Effektorprotein handelt, welches durch Unterdriickung der pflanzlichen
Immunantwort zur Etablierung des biotrophen Status beitragt. SP7 ist somit das erste fir die
AM-Symbiose beschriebene Effektorprotein und belegt, dass auch die mutualistisch symbio-
tischen AM-Pilze auf den gleichen Mechanismus zurlckgreifen, den Pathogene nutzen um
ihre Wirte zu manipulieren. Diese neuen Erkenntnisse tragen bei zu einem besseren Ver-
stédndnis und der Kontrolle von pathogenen Interaktionen und kénnten den Einsatz von AM-
Pilzen in der nachhaltigen Landwirtschaft vorantreiben.
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2.1 Die arbuskulare Mykorrhiza-Symbiose

Von Anfang an war die Erfolgsgeschichte der Pflanzen eng verknUpft mit der Ausbildung von
Lebensgemeinschaften mit anderen Organismen. Die Begriindung des Reiches selbst resul-
tierte wahrscheinlich aus der endosymbiotischen Aufnahme einer heterothrophen eukaryoti-
schen Zelle, aus der sich die Chloroplasten entwickelten (Kutschera und Niklas, 2005).

Die arbuskulare Mykorrhiza-Symbiose (AM-Symbiose) ist ein herausragendes Beispiel fir
eine solch erfolgreiche Partnerschaft. Uber 200.000 Arten der heutigen Landpflanzen mitun-
ter Pteridophyten, Bryophyten, Gymnospermen und 80 % aller Angiospermen leben in dieser
mutualistischen Lebensgemeinschaft mit Pilzen des neuen, monophyletischen Stamms der
Glomeromycota (SchiBler et al.,, 2001). Wie unsere Erde heute aussahe, hatte sich die AM-
Symbiose niemals ausgebildet, I&sst sich natlrlich unmdglich beantworten. Doch es gibt
zahlreiche Hinweise fir eine Koevolution der ersten Landpflanzen und der Pilze der Ordnung
Glomales, deren Interaktion von groBer Bedeutung flr die Eroberung des Landes durch die
Pflanzen im spater Ordovizium gewesen sein kdnnte (Pirozynski und Malloch,1975; Simon et
al., 1993). Bis zu diesem Zeitpunkt waren die Landmassen von eukaryotischen Organismen
nahezu unbesiedelt. Einzig Griinalgen und Flechten war es bisher gelungen diesen Lebens-
raum zu besiedeln, der sich im Gegensatz zum Meer durch eine weitaus schlechtere Verflig-
barkeit der Nahrstoffe sowie die standige Gefahr der Austrocknung auszeichnete. Die Aus-
bildung der AM-Symbiose kénnte daher der entscheidende Schritt gewesen sein um den
Pflanzen den Landgang zu ermdéglichen, denn auch heute noch hilft das weitlaufige Hyphen-
netz der Pilzpartner den Pflanzen das Einzugsgebiet ihres Wurzelsystems deutlich zu ver-
gréBern. Hierdurch wird es ihnen erméglicht an Nahrstoffe wie Phosphat, Stickstoff, Zink
oder Kupfer zu gelangen, die nur spérlich oder schwer zuganglich im Boden vorliegen (Eza-
wa et al., 2005, Jin et al., 2005). Zudem konnte erwiesen werden, dass mykorrhizierte Pflan-
zen eine erhdhte Widerstandsfahigkeit gegenliber Austrocknung (Safir et al., 1971; Davies et
al. 1993) und eine verbesserte Resistenz gegentber Pathogenen aufweisen (Dehne und
Schoenbeck, 1997, Cordier et al. 1998). Letzteres ist vermutlich zum einen auf den besseren
Ernahrungszustand der in Symbiose lebenden Pflanzen zuriickzuflihren zum anderen auf ein
Priming der Abwehrreaktion der Pflanzen, hervorgerufen durch die AM-Pilze (Colditz et al.,
2005; Liu et al., 2007). Das Hyphengeflecht des Pilzes schiitz des Weiteren das die Pflanzen
umgebende Substrat vor Erosion und zusatzlich bindet das von AM-Pilzen sekretierte Pro-
tein Glomalin Schwermetalle und macht sie dadurch unschadlich (Gonzalez-Chavez et al.,
2004). Auch far den Pilz bietet diese mutualistische Lebensgemeinschaft groBe Vorteile, so
versorgt die Pflanze ihren Partner mit bis zu 20% ihres photosynthetisch fixierten Kohlen-
stoffs (Jakobsen und Rosendahl, 1990) und bietet ihm Lebensraum sowie Schutz vor ande-
ren Bodenorgansimen.
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Gestutzt wird die Theorie der Koevolution durch die Entdeckung 400 Millionen Jahre alter
kolonisierter Wurzeln (Remy et al., 1994; Gray et al., 1882) und das zeitgeschichtlich friihe
Auftreten der Glomales, welches durch Funde fossiler Sporen und Hyphen, datiert auf ein
Alter von 460 Millionen Jahren, nachgewiesen werden konnte (Redecker et al., 2000). Nur
wenige Pflanzen sind nicht in der Lage die AM auszubilden. Dazu zahlen Vertreter der Bras-
sicaceae, Caryophyllaceae, Chenopodiaceae, Cruziferaceae und Uricacea (Smith und Read,
1997; Vierheilig et al., 1996). Diese Arten sind evolutionar jinger und erst zu einem Zeitpunkt
vor ca.100 Millionen Jahren entstanden, was als weiteres Indiz fur die Theorie der Beteili-
gung der AM-Pilze an der Landbesiedelung angesehen werden kann. Im Einvernehmen mit
ihrer evolutiondren Geschichte kann die AM-Symbiose heute in fast allen Okosystemen ge-
funden werden. Ihr Auftreten wurde sogar in Wisten (Corkidi und Rincén, 1997; Dalpé et al.,
2000) und stark salzhaltigen Okosystemen (Carvalho et al., 2001) beschrieben. In den ge-
maBigten Breiten tritt die AM bei krautigen Pflanzen auf, wohin gegen unsere heimischen
Waldb&ume zum gréBten Teil mit Ektomykorrhizapilzen eine ektotrophe Mykorrhizasymbiose
eingehen. Zu den Ektomykorrhizapilzen, die fast ausschlieBlich der Gruppe der Basidiomy-
ceten angehéren zéhlen auch zahlreiche Speisepilze. Sie umspannen die Wurzeln mit einem
engmaschigen Geflecht (Hartigsches Netz), das bis in den Interzellularraum der Wurzelzel-
len vordringen kann. Mykorrhizierte Wurzelbereiche spezialisieren sich auf den Nahrstoffaus-
tausch mit dem Pilz und stellen das Léangenwachstum ein. Im Gegensatz dazu endet die
endosymbiotische AM nicht bei der Besiedelung der Interzellularrdume der Pflanzen. Sie
gipfelt in der Ausbildung baumchenartiger Strukturen den so genannten Arbuskeln, in den
Kortexzellen der Wirtspflanzen, die namensgebend fir die gesamte Symbiose wirkten. Als
obligat biotrophe Pilze, die auf einen lebenden pflanzlichen Wirt angewiesen sind um ihren
Lebenszyklus zu vervollstandigen, weisen die AM-Pilze keine Wirtsspezifitat auf. Die 5000
bis 6000 Vertreter der Ektomykorrhizapilze hingegen sind in der Lage sich auch saprotroph
zu ernahren und kdnnen sich daher eine gewisse Wirtsspezifitat erlauben.

Der Lebenszyklus der AM-Pilze ist untrennbar mit der Kolonisierung der Wurzeln ihres Pflan-
zenwirtes verknlpft (Abb. 2.1). Einzig die Keimung ihrer asexuell gebildeten Sporen im Erd-
reich kann unabhangig von einem Pflanzenpartner erfolgen. Diese so genannte prasymbioti-
sche Wachstumsphase des Pilzes wird allerdings begrenzt durch die Menge der in den
Sporen in Form von Triacylglyceriden und Glykogen gespeicherten Vorratsstoffe. Nach einer
mehrwéchigen Phase der Dormanz keimt die vielkernige Spore (1000-3850 Zellkerne). Die-
ser Prozess ist sowohl von abiotischen Faktoren wie Feuchtigkeit, pH-Wert und Temperatur
des Substrates (Green et al., 1976) als auch von biotischen Faktoren wie wachstumsfér-
dernden Pflanzenexudaten (Bécard und Piché, 1989; Gianinazzi-Pearson et al., 1989; Nair
et al., 1991), abhangig. Die sich aus der Spore entwickelnden Hyphen durchforsten den Bo-
den in allen Richtungen auf der Suche nach einem geeigneten Pflanzenwirt. Das Hyphen-
wachstum endet nach bis zu 4 Wochen falls der Pilz keine geeignete Wirtspflanze findet. In
diesem Fall zieht der Pilz das Zytoplasma zuriick in die Spore und trennt die leeren Hyphen
durch Septen ab. Die Spore begibt sich in eine erneute Ruhephase, bereit unter den richti-
gen Bedingungen wieder zu keimen. Diesen Prozess kann sie bis zu zehnmal durchlaufen
(Koske, 1981) und so ihre Chance, vor Erschépfung der letzten Reserven, eine geeignete
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Wourzel zu finden massiv verbessern. In rdumlicher Nahe einer Wirtswurzel beginnen die Hy-
phen sich stark zu verzweigen. Auch hierdurch wird die Wahrscheinlichkeit vergréBert im
Verlaufe des ungerichteten Wachstumsprozesses auf eine nahe Wurzel zu treffen (Buée et
al., 2000; Giovannetti et al.,, 1993). Ausgel6st wird dieses Verhalten durch die Perzeption
eines pflanzlichen Branching Factors, der als Strigolacton 5-Deoxystrigol identifiziert wurde
(Akiyama et al., 2005).

Die symbiotische Wachstumsphase des Pilzes wird mit der physischen Kontaktaufnahme
von Pilz und Wurzel und der Ausbildung von Appressorien (auch als Hyphopodien bezeich-
net) eingeleitet. Dabei handelt es sich um die geschwollenen Spitzen der Hyphen, die dem
Eindringen in den Wirt dienen. Mit Hilfe dieser spezialisierten Organe kdnnen die Pilze die
Wourzeloberflache entweder direkt durch die Epidermiszellen hindurch oder entlang des Apo-
plasten zwischen zwei Epidermiszellen (Demchenko et al., 2004), durchdringen. Die Rolle
der Pflanze wéhrend des Infektionsprozesses konnte von Genre et al. (2005,2008) in ein
vollig neues Licht gesetzt werden. In zwei Veréffentlichungen zeigten die Forscher, dass sich
die Pflanzenzelle aktiv auf die Infektion mit dem AM-Pilz vorbereitet. Dies erfolgt 4 bis 5
Stunden nach der Bildung der Appressorien durch die Ausbildung des Prapenetrationsappa-
rates (PAA) einer Art zytoplasmatischer Briicke, die den Weg der Hyphe durch die Zelle de-
terminiert. Begleitet wird das Entstehen des PAA von der Migration des Zellkerns. Dieser
wandert zunachst zur antipizierten Eintrittsstelle des Pilzes und leitet dann die Hyphen durch
die Zelle in den Kortexbereich. Dort verlasst der Pilz die Pflanzenzelle, tritt in den Apoplasten
ein und besiedelt Uber den interzellularen Raum den Kortexbereich der Pflanzen mit einem
intraradikalen Hyphennetz. Das Apikalmeristem sowie die Wurzelhaube bleiben allerdings
von der Besiedelung ausgeschlossen. Die Hyphen durchbrechen die Zellwande der inneren
Wourzelkortexzellen und bilden durch mehrmaliges dichotomes Verzweigen die fir die Sym-
biose namensgebenden Arbuskeln. Dabei durchdringen die Hyphen allerdings nie die Plas-
mamembran der Pflanzenzelle, sondern schaffen durch die Invagination derselben den Peri-
arbuskularen Raum als ein neues apoplastisches Kompartiment. Begrenzt wird dieser durch
die pilzliche Membran sowie die extrem oberflachenvergréBerte Plasmamembran der Pflan-
zen (Periarbuskuldre Membran). Durch die Anlagerung pilzlicher und pflanzlicher Stoffe an
den Apoplasten zwischen diesen Membranen, wird eine neue flexible Grenzstruktur gebildet,
die sowohl dem Stoffaustausch zwischen den Symbiosepartnern, als auch der Abgrenzung
dieser voneinander dient (Bonfante und Perotto, 1995, Perotto et al., 1995). Sowohl vom Pilz
als auch von der Pflanze wird hier die Expression spezifischer Transportproteine induziert,
die den bidirektionalen Austausch von Né&hrstoffen lber den Periarbuskularen Raum steuern.
Auf Seiten der Pflanzen wurden verschiedene Phosphattransporter identifiziert die mykorrhi-
za-spezifisch exprimiert werden. So kénnen der Phosphattransporter 3 von Solanum tubero-
sum (StPT3) (Rausch et al., 2001) sowie der Phosphattransporter 4 von Medicago truncatula
(MtPT4) (Harrison et al., 2002, Javot et al. 2007) nur in von AM-Pilzen besiedelten Zellen
nachgewiesen werden und daher als Marker zur Uberpriifung des Mykorrhizierungslevels
genutzt werden. (Karandashov et al., 2004). Die fir die Transportprozesse notwendige
Energiemenge wird durch die Aktivitat pilzlicher und pflanzlicher H*-ATPasen bereitgestellt,
die in der Ausbildung eines elektrochemischen Gradienten resultiert (Gianinazzi-Person et
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al., 1990; Gianinazzi-Person et al., 2000, Ferrol et al., 2002, Krajinski et al, 2002; Requena et
al, 2003).
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2.1 Der Lebenszyklus eines arbuskuldaren Mykorrhizapilzes (Glomus intraradices)

Die reifen Sporen des Pilzes keimen nach mehrwéchiger Dormanz und durchforsten mit ihren Hyphen, die sich
bei Perzeption eines pflanzlichen Branching Factors weiter verzweigen, das Erdreich. Bei physischem Kontakt mit
einer Pflanzenwurzel bildet der Pilz ein Appressorium auf der Wurzeloberflache, dringt mit seinen Hyphen in den
Apoplasten der Wurzel ein und bildet dort ein interzelluldres Myzel aus. In Zellen des inneren Kortex der Wurzel
entstehen die Arbuskeln als Organe des Nahrstoffaustausches, sowie Vesikel als Speicher von N&hrstoffreser-
ven. Durch die Invagination der pflanzlichen Plasmamembran durch den Pilz entsteht der Periarbuskuléare Raum,
dessen umgebende Membranen eine wichtige Rolle wahrend der Stoffaustauschprozesse einnehmen. Mit dem
Verlassen der Wurzel und der Bildung eines extraradikalen Myzels endet der Lebenszyklus. Diese Hyphen die-
nen der Nahrstoffaufnahme aus dem Boden und bilden die neuen Sporen, die nach ihrer Keimung einen neuen
Zyklus durchlaufen kénnen.

Begleitet ist die Ausbildung der Arbuskeln von umfassenden morphologischen Umgestaltun-
gen der Zelle wie Fragmentierung der Zentralvakuole, Migration des Nukleus in das Innere
der Zelle, Rearrangement des Zytoskeletts und dem Aufbaus eines die Arbuskel umspan-
nenden Plastidennetzwerkes. (Bonfante und Perotto, 1995; Gianinazzi-Pearson et al., 1996;
Genre und Bonfante, 1997; Genre und Bonfante, 1998, Harrison, 1999; Blanceflor et al.,
2001; Lohse et al., 2005; Genre et al., 2008). Erstaunlicherweise kollabieren die Arbuskeln
bereits nach wenigen Tagen wieder und hinterlassen intakte, flr eine erneute Kolonisierung
zugangliche Kortexzellen (Dickson und Smith, 2001). Einige der AM-Pilze bilden als weitere
intraradikale Strukturen lipidreiche Vesikel aus, die fir die Bildung und den Transport von
Speichersubstanzen von Bedeutung sind (Cooper und Lésel, 1978, Nemec, 1981). Wahrend
die Mykorrhizierung der Wurzelzellen durch das intraradikale Hyphensystem noch fortschrei-
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tet, entstehen neue Hyphen auBerhalb der Wirtspflanze die ein weitlaufiges extraradikales
Myzel (ERM) bilden. Dieses beinhaltet sowohl lange einzelne Pilzfaden, runner hyphae, die
zur Besiedelung neuer Wurzeln das Substrat durchziehen, als auch dichotom verzweigte
Hyphen (branched absorbing structures), die das Erdreich facherartig durchspannen und der
Absorption von Nahrstoffen dienen (Friese und Allen, 1991; Bago et al., 1998). Fir die Auf-
nahme von Nahrstoffen durch das ERM bedarf es ebenfalls einer Vielzahl spezifischer
Transportproteine. Bisher konnten aber nur weniger dieser Transporter identifiziert werden.
Darunter ein Ammoniumtransporter (Lopez-Pedrosa et al., 2006), ein Aminosdure Transpor-
ter (Cappellazzo et al.,) und ein Zinktransporter (Gonzalez-Guerrero et al., 2005). Zudem
konnten in verschiedenen AM-Pilzen Homologe eines Transporters mit hoher Affinitat zu
Phosphat entdeckt werden (Harrison und van Buuren, 1995; Maldonado-Mendoza et al.,
2001; Benedetto et al., 2005). Das extraradikale Myzel stellt weiterhin einen Speicher flr von
der Pflanze ins Hyphennetzwerk eingespeiste Nahrstoffe dar und ist somit eine wichtige
Komponente im Nahrstoffkreislauf der Mikroorganismen des Bodens (Dodd, 1994). Auch die
Bildung der neuen Sporen, mit deren Entstehung sich der Lebenskreislauf eines AM-Pilzes
schlieBt, nimmt im extraradikalen Myzel ihren Ursprung. Da die Sporen durch ihre reichhalti-
gen Kohlenstoffvorrate eine attraktive Nahrstoffquelle fir bodenbewohnende Organismen
sind, weisen sie eine dicke, widerstandsfahige Hulle auf, durch die sie wahrend der Wachs-
tumsruhephasen geschuitzt sind.

2.2 Signalaustausch wahrend der AM-Symbiose

Obwohl die Pilzhyphen der AM-Pilze nicht nur in die interzellularen Zwischenrdume der
pflanzlichen Symbiosepartner vordringen, sondern sogar bis in das intrazellulare Milieu, wird
keine massive Abwehrreaktion von Seiten der Pflanze ausgeldst (Garcia-Garrido und Ocam-
po, 2002). Dieser Prozess, sowie andere Vorgange, die zur Etablierung der AM fihren setz-
ten eine Kommunikation der Symbiosepartner voraus. Einige dieser Signale wurden bereits
identifiziert, wie der von der Wirtspflanze sezernierte Branching Factor, der schon vor dem
ersten physischen Kontakt eine Reaktion im Pilzpartner hervorruft. Weiterhin wurden bereits
Komponenten eines Signalwegs entdeckt, die sowohl bei der Etablierung der AM eine Rolle
spielen, als auch bei der gut untersuchten Interaktion zwischen Leguminosen und Rhizobien.

Im Gegensatz zu der AM ist die Endosymbiose mit stickstoff-fixierenden Bakterien auf weni-
ge Pflanzenfamilien beschrankt. In den Bakterien enthaltenden Wurzelknélichen findet die
Fixierung von Stickstoff statt, der der Pflanze in Form von Ammonium im Austausch mit Koh-
lenstoff bereitgestellt wird. Flavonoide der Leguminosen I6sen im Bakterium die Genexpres-
sion und Synthese eines zweiten Signals aus. Dieser so genannte Nod Faktor besteht aus
modifizierten Oligomeren des Chitins und fihrt in der Wirtspflanze zu einer Krimmung der
Wurzelhaare, wodurch eine Rhizobienkolonie eingeschlossen werden kann und die Infektion
einleitet (Dénarié et al., 1996). Kosuta et al. (2003) konnten nachweisen, dass auch durch
diffusible Signale eines AM-Pilzes das friihe Nodulin-Gen MtEnod11 induziert werden kann,
bevor physischer Kontakt zwischen Wurzel und Pilz hergestellt ist. Einige der fur beide Sym-
biosen essentiellen Signalwegskomponenten sind die so genannten SYM-Gene, von denen
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besonders die Gene dmi1, dmi2 und dmi3 (does not make infection) von zentraler Bedeu-
tung zu sein scheinen. Die Identifikation dieser Gene erfolgte an Mutanten die in der Ausbil-
dung beider Symbiosen gestdrt waren. Nach heutigen Kenntnissen lasst sich hieraus auf
folgenden gemeinsamen Signaltransduktionsweg zur Einleitung der Symbiosen schlieBen:

Die nach bisherigem Kentnissstand erste Schnittstelle des Signalweges (Abb. 2.2) stellt die
transmembrane LRR-Rezeptor Kinase DMI2 (Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002) dar.
Dieser vorgeschaltet liegen zur Ausbildung der Wurzelknélichen Symbiose (RNS) die Nod-
Faktor-Rezeptor-Kinasen (NFR1 und NFR5 in L. japonicus; LYKS3 in M. truncatula), die die
Signale der Rhizobien perzipieren (Radutoiu et al., 2003; Madsen et al., 2003). Ein spezifi-
scher Rezeptor fur Signalmolekile der AM-Pilze wurde bisher hingegen noch nicht eindeutig
identifiziert. Tatsachlich konnte jedoch erst kirzlich in der nicht Leguminosen, jedoch kndll-
chen-bildenden Pflanze Papasponia andersonii ein LysM (Lysin Motiv)-enthaltender Rezep-
tor beschrieben werden, der sowohl fir die RNS, als auch die AM notwendig ist (Op den
Camp et al., 2011). Da dies der einzige LysM Rezeptor dieser Pflanze ist und diese Gruppe
von Rezeptoren an der Perzeption von Chitinderivaten beteiligt ist, ist anzunehmen, dass
auch AM-Pilze Substanzen sezernieren die auf Chitin als Rlckgrat beruhen. Tatsachlich ist
es Maillet und Kollegen (2011) vor kurzem gelungen eine Gruppe pilzlicher Botenstoffe che-
misch zu charakterisieren. Auf der Suche nach bioaktiven Lipochitooligosachariden (LCOs)
identifizierten sie von AM-Pilzen produzierte Substanzen (Myc-LCOs), die den Nod Faktoren
von Rhizobien sehr ahneln und typische Antworten in Wirtswurzeln induzieren.

DMI2 und seine Orthologe (LjSYMRK L. japonicus) kodieren fiir Leucin-reiche Wiederholun-
gen enthaltende RezeptorKinasen (leucin-rich repeats receptor-like kinases, LRR-RLK). Das
SYM Gen enthélt in seiner extrazellularen Doméane drei Leucin-reiche Wiederholungen. die
haufig an Interaktionen mit anderen Molekulen beteiligt sind. Dennoch konnte bisher fir
DMI2 keine Bindung eines Liganden nachgewiesen werden. DMI1 kodiert fUr ein Protein, das
Ahnlichkeit zu bakteriellen Ligand-abhangigen lonenkanélen zeigt und in der Kernmembran
lokalisiert ist (Ané et al., 2004). Das dritte SYM-Gen dmi3 codiert flr eine Calcium- und Cal-
modulin-abh&ngige Proteinkinase (Lévy et al., 2004; Mitra et al., 2004), die im Zellkern loka-
lisiert ist (Smit et al., 2005). Sowohl wahrend der RNS als auch wahrend der AM konnten
Calcium-Antworten als Reaktion auf diffusible Signalstoffe beobachtet werden (Navazio et
al., 2007). Bei diesem so genannten Calcium-Spiking kommt es zu schnellen Fluktuationen
der intrazellularen Calciumkonzentration (Ehrhardt et al., 1996; Shaw und Long, 2003).

Da das Calcium-Spiking in dmi1 und dmi2 nicht aber in dmi3 Mutanten beeinflusst ist, gelten
die ersten beiden Gene als dmi3 Gbergeordnet. Das bisher entwickelte Modell sieht vor, dass
DMI2 entweder durch Phosphorylierung, oder Uber bisher nicht identifizierte Komponenten,
DMI1 am Kern aktiviert, woraufhin dieses das Calcium-Spiking auslést. Neben DMI1 und
DMI2 sind die Kernporen-assoziierten Proteine NUP133, NUP85 und NENA an der Erzeu-
gung des Calcium-Signals beteiligt (Kanamori et al., 2006; Saito et al., 2007; Groth et al.,
2010). Worin genau hier ihre Funktion liegt ist jedoch noch unbekannt. Durch Interpretation
des Musters der Calcium-Fluktuation induziert DMI3 in Kooperation mit dem interagierenden
Protein IPD3 (interacting protein of DMI3) die Expression der entsprechenden Gene (Messi-
nese et al., 2007; Yano et al., 2008). Im Gegensatz zur RNS (Kalo et al., 2005; Smit et al.,
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2005; Middleton et al. 2007), konnten fir die AM bisher keine spezifischen Transkriptionsfak-
toren identifiziert werden. Gene, die DMI3 abhangig reguliert werden, sind hingegen bekannt
(Weidmann et al., 2004; Siciliano et al., 2007). So fanden Siciliano et al. (2007) unter ande-
rem ein Gen, involviert in eine pflanzliche Abwehr Reaktion, das durch DMI3 reprimiert wird
und somit die zentrale Rolle dieses SYM-Gens in der Signaltransduktionskaskade zu unter-
streichen scheint.
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2.2 DMI-Signaltransduktionskaskade

(Modell des gemeinsamen Signalweges zur Perzeption diffusibler Signalstoffe von Rhizobien und AM-Pilzen)
Durch Nod-Faktor-Rezeptor Kinasen (NFR) werden die Signale der Rhizobien erkannt und eine spezifische Ant-
wort in der Pflanze ausgeldst. Die durch die NFR ausgeldste Depolarisierung der Membran fihrt zur Krimmung
der Wurzelhaare und tragt somit direkt zur Nodulation bei. Hinweise fiir Rezeptoren pilzlicher Signale (Myc-LCSs)
wurden erst kiirzlich gefunden. Die Signalweiterleitung durch DMI2 erfolgt eventuell durch Phosphorylierung oder
Uber weitere Komponenten zur Aktivierung des Calcium-Kanals DMI1. Die von DMI1 ausgeléste Calcium-Antwort
ist auBerdem von Nuklepor-Proteinen NUP133, NUP85 und NENA abhéangig und wird von DMI3 und dem asso-
ziirten Protein IPD3 interpretiert. Diese Calcium/Calmodulin abhangige Kinase reguliert dementsprechend die
Transkription der fir die Symbiose wichtigen Gene. Rote Komponenten sind spezifisch fiir die AM, blaue Kompo-
nenten sind RNS spezifisch und griine sind Teil des AM und RNS gemeinsamen Signalweges.
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2.3 Das Immunsystem der Pflanzen

Pflanzen sind sessile Organismen. Im Gegensatz zu Tieren besitzen sie auch keine mobilen
Abwehrzellen oder ein somatisches adaptives Immunsystem. Dennoch missen auch sie, um
ihr Uberleben zu sichern, in der Lage sein Gefahren zu erkennen, diese zu bewerten und
entsprechend zu reagieren. Zu diesem Zweck haben Pflanzen verschiedene Strategien ent-
wickelt, die dazu beitragen die durch pathogene Mikroorganismen verursachten Schaden
einzudammen. Im Allgemeinen lassen sie hierbei die konstitutiven, praformierten von den
induzierten, aktivierten Reaktionen unterscheiden. Die praformierten Abwehrmechanismen
beinhalten physikalische oder strukturelle Barrieren sowie biochemische Reaktionen, die das
Anhaften, das Eindringen und die Ausbreitung der Pathogene im Wirt limitieren sollen
(Buchanan et al., 2000; Agrios, 2005). Dabei spielt die Zellwand der Pflanzen eine herausra-
gende Rolle (Hickelhoven, 2007).

Dennoch gelingt es immer wieder einigen Mikroorgansimen diese prainvasiven Hurden zu
Uberwinden und in die Pflanzen einzudringen. In diesem Fall gewinnen die induzierten Ab-
wehrreaktionen an Bedeutung da durch die Perzeption der Eindringlinge eine effektive Im-
munantwort initiiert wird (Abb. 2.3) (Jones und Dangl, 2001, Chrisholm et al., 2006). Dieses
angeborene Immunsystem zweigt sich wiederum in zwei Arme auf. Der erste Arm der Ab-
wehr erkennt und reagiert auf Molekiile, die strukturell konserviert in vielen Klassen von Mik-
roben, auch nicht pathogenen, vorzufinden sind. Diese sogenannten PAMPs oder MAMPs
(pathogen/mircobe associated molecular pattern) werden von transmembranen Rezeptoren
(PRR, pattern recognition receptors) erkannt wodurch eine effektive Abwehr eingeleitet wird
(Meyers et al., 2003; Ndrnberger,et al., 2004; Zipfel et al., 2004). Das bestuntersuchte
MAMP ist sicherlich das bakterielle Flagellin. Andere Beispiele waren Lipopolysaccharide,
der bakterielle Elongationsfaktor-TU, Kalteschockproteine und Chitin (Kamoun et al., 1997;
NUrnberger et al., 2004; Chrisholm et al., 2006). Zusatzlich zu diesen Molekulen ist es Pflan-
zen auch mdéglich eigene Schadprodukte zu perzipieren. Solche DAMPs (damage associated
molecular pattern) entstehen durch das gewaltsame Eindringen einiger Pathogene, bei-
spielsweise bei der hydrolytischen Spaltung der Zellwand (Mackey und McFall, 2006). Die
Perzeption der MAMPs flihrt zu einer typischen Reaktion der Zelle, die neben der schnellen
Alkalisation des Mediums auch zur Produktion von Nitrid Oxiden (NO) und reaktiven Sauer-
stoffspezies (ROS) fuhrt, welche die Vermehrung des Eindringlings eingrenzen sollen. Die
Signaltransduktion erfolgt Gber eine MAP Kinasen Kaskade die z.B. in der Aktivierung der
Synthese antimikrobieller Peptide und der Akkumulation von pathogenesis related (PR)-
Proteinen resultieren kann (Asai et al, 2002; Nlrnberger et al., 2004; Torres und Dangl,
2005, Bittel und Robatzek, 2007). Die Gesamtheit der Reaktionen die durch die Erkennung
der mikrobiellen PAMPs/MAMPs ausgelést wird, wird als PTI (PAMP triggered immnuity)
bezeichnet.

Im Verlauf der langen Koevolution zwischen Pathogenen und ihren Wirten haben zahlreiche
Mikroorganismen die Fahigkeit erworben die durch MAMPs induzierte erste Abwehrlinie zu
Uberwinden. Zu diesem Zweck sekretieren sowohl bakterielle als auch pilzliche Pathogene
und Oomyzeten Effektorproteine, die es ihnen erlauben das zellulare Programm ihrer Wirte
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zu manipulieren und so eine Infektion zu ermdglichen (zusammengefasst von Stergopoulos
und de Witt). Fur viele der Effektoren konnte gezeigt werden, dass sie nach Translokation in
die pflanzlichen Zellen, direkt mit den Signalvorgangen der PTI oder nachgeschalteten Pro-
zessen interferieren (Chrisholm et al, 2006; Jones und Dangl, 2006). Andere Effektorproteine
erflillen strukturelle Funktionen, z.B. in der extrahaustoriellen Matrix, die wahrend der Infekti-
on von Pilzen und Oomyzeten gebildet wird (Schultze-Lefert und Panstruga, 2003) oder sie
férdern die Abzweigung von Nahrstoffen des Wirtes sowie die Ausbreitung des Pathogens im
Wirt (Badel et al., 2002). Die Aktivitat der jeweiligen Effektoren resultiert in der sogenannten
effector triggered susceptibility (ETS) der Wirtsorganismen (Kamoun, 2006; Hogenhout et al.,
2009).

Der Zweite Arm der angeborenen Pflanzenabwehr, reagiert auf diese spezifischen Virulenz-
faktoren der eindringenden Mikroorganismen. Durch R-Proteine (Resistenz-Proteine) der
Pflanzen wird dann die effector triggered immune response (ETI) eingeleitet (Chrisholm et al,
2006; Jones und Dangl, 2006). Bei den meisten R-Proteinen handelt es sich um polymorphe
NB-LRR Proteine, die nach ihren charakteristischen Nucleotid-binde (NB) und Leucin reichen
Repeat (LRR)-Doménen benannt sind (Dangl und Jones, 2001). Die R-Proteine erkennen
die Effektoren direkt (Rezeptor-Liganden Model) oder das aus der Wirkung dieser Molekule
resultierende, verénderte Selbst der Pflanze (guard hypothesis) (Dangl und Jones, 2001).
Der von den R-Proteinen erkannte Effektor wird als Avr-Protein (Avirulenz-Protein) bezeich-
net. Bisher ist aber nur sehr wenig Uber die Signale die zur Aktivierung der R-Gen vermittel-
ten ETI notwendig sind bekannt. Die ETI stellt eine schnellere und starkere Version der PTI
(Tao et al., 2003; Thilmony et al., 2006; Truman et al., 2006) dar und gipfelt haufig in einer
hypersensitive response (HR), dem lokalen Zelltod der infizierten Zellen, wodurch der Rest
der Pflanze geschitzt wird (De Witt, 1997). Gegen nekrotrophe Pathogene, die ihre Wirte
selbst téten um sich zu erndhren, zeigt sich die HR erwartungsgeman wenig wirkungsvoll.
Sie ist daher vermutlich gegen Pathogene mit einer biotrophen Lebensweise gerichtet (Gla-
zebrook, 2005).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Terminus Effektor nicht wertend betrachtet
werden darf. Der Begriff impliziert nicht, ob die Aktivitat dieser Proteine sich positiv oder ne-
gativ auf die Mikroben-Wirt-Interaktion auswirkt. Einerseits mittels Effektorproteinen die PTI
Uberwunden und eine Infektion ermdglicht (ETS), andererseits initiieren diese Proteine auch
erst die Mechanismen, die zu weitergehenden Abwehrreaktionen des Wirtes fihren (ETI)
(Kamoun, 2006, Hogenhout et al., 2009). Im allgemein anerkannten zig-zag Modell be-
schreiben Dangl und Jones (2006) dass diese ambivalente Eigenschaft der Effektorproteine
auf den evolutiondren Riustungswettlauf zwischen Pathogenen und ihren Wirtspflanzen zu-
rickzufthren ist, der auch als treibende Kraft fir die Entstehung immer wieder neuer Avr-
und R-Gene erachtet werden kann.
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2.3 Schematische Darstellung des angeborenen Immunsystems der Pflanzen

(a) Bei einer Infektion durch Pathogene werden die pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) der Angrei-
fer durch pattern recognition receptors (PRR) der Wirte erkannt. Dies flhrt zur Aktivierung einer MAP-Kinasen
Kaskade, die Uber Transkriptions regulierende Schritte im Zellkern (ZK) schlieBlich in der PAMP-triggered-
immunity (PTI) resultiert. Die Wirtszelle ist somit resistent gegeniber dem Angreifer.

(b) Einige Pathogene haben die Fahigkeit erworben Effektorproteine (E) zu sekretieren. Diese translozieren in die
Zelle und kénnen die PTI auf verschiedenste Weise inhibieren. Das Pathogen kann so die PTI lberwinden, was
fir den Wirt die effector-triggered susceptibillity und damit eine Infektion zur Folge hat.

(c) Wehren kann sich der Wirt jedoch, wenn er fur das zum Effektor/Avr-Protein korrespondierende R-Protein (R)
codiert. R-Proteine erkennen die Effektorproteine oder ihre Auswirkungen auf den Wirt und initialisieren die tran-
skriptionellen Prozesse, die zur effector-triggered immunity (ETI) fiihren und dem Wirt resistent machen.

Neben dieser angeborenen Immunitat der einzelnen Zellen, beruht der Schutz von Pflanzen
vor Schadigung durch Pathogene auch auf systemischen Signalen (Dangl und Jones, 2001;
Pieterse et al, 2009). Sobald an der direkten Infektionsstelle eine Abwehrreaktion ausgeldst
wurde, kommt es haufig in distalen Teilen der Pflanze zu einer systemischen Immunantwort,
die das noch uninfizierte pflanzliche Gewebe schitzt. Diese langanhaltende und breitgefa-
cherte Abwehr wird als systemic aquired resistance (SAR) bezeichnet (Durrant und Dong,
2004, Pieterse et al., 2009).

Charakterisiert wird die SAR durch koordinierte Aktivierung eines spezifische Sets von PR —
Genen, von denen zahlreiche fur Proteine mit antimikrobieller Wirkung codieren (van Loon et
al., 2006) lhre Induktion erfolgt sowohl durch die PTI- als auch durch die ETI-vermittelte Er-
kennung der Pathogene und wird begleitet von lokal und auch systemisch erhéhten Level
von Salicylsdure (SA). Phénotypisch sehr &hnlich zur SAR, ist die induced systemic re-
sistance (ISR). Diese Form der systemischen Immunitat, wird bei der Wahrnehmung der
MAMPSs von mutalistischen Mikroorganismen, wie z.B. den AM-Pilzen initiiert. Im Gegen-
satz zur SAR wird die ISR von Jasmonsaure (JA) und Ethylen (ET) abh&ngigen Signalwegen
reguliert. Wohingegen die SAR sich vor allem gegen biotrophe Pathogene richtet, konnte
gezeigt werden, dass die ISR im Besonderen gegen nekrotrophe Pathogene und Insekten
wirksam ist (Conrath et al., 2006; Bakker et al., 2007; Van Wees et al., 2008; Van Wees et
al., 2008). SA, JA und ET nehmen somit eine pradominate Rolle in der Regulation der sys-
temischen, angepassten Abwehrreaktionen der Pflanze ein. Die komplexen Netzwerke von
Interaktionen zwischen diesen Molekllen konnten aber immer noch nicht vollstandig durch-
schaut werden (Pieterse et al., 2009).
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2 Einleitung

2.4 Zielsetzung

Die Sekretion von Effektorproteinen die mit Abwehrmechanismen der Pflanzen interferieren,
ist von herausragender Bedeutung fur bakterielle, oomyzeten und pilzliche Pflanzenpathoge-
ne fir eine erfolgreiche Etablierung der Infektion. Besonders flir obligat biotrophe Organis-
men, wie die AM-Pilze, die eine Langzeitbeziehung mit ihrem Pflanzenpartner verbindet ist
es essentiell die Abwehrreaktion der Pflanze permanent zu unterdriicken. Nichtsdestotrotz
konnte bisher bei der Suche nach Effektorproteinen in dieser nitzlichen Symbiose kein we-
sentlicher Fortschritt erzielt werden. Bedingt ist dies sicherlich auch durch die komplizierte
Handhabung und die fehlende molekularbiologische Zuganglichkeit der AM-Pilze.

Das Ziel dieser Arbeit ist es diese technischen Schwierigkeiten zu tGberwinden und die Exis-
tenz von Effektorproteinen auch in der AM zu belegen. Mittels eines molekularen Screens in
Hefe (YSST, Yeast Signal Sequence Trap) soll das Sekretom des AM-Pilzes G. intraradices
zu verschiedenen Stadien der Symbiose isoliert und auf mégliche Effektorproteine hin unter-
sucht werden. Ausgewabhlte potentielle Effektoren sollen beziglich ihres Wirkungsortes, ihres
Wirkungsmechanismus und der Konsequenzen ihrer Effektorwirkung fir die AM-Symbiose
weiter charakterisiert werden.

Ein besseres Verstandnis dieser Vorgange in der AM kdnnte den Weg fiir einen besseren
Einsatz dieser nltzlichen Pilze in der nachhaltigen Landwirtschaft ebnen. Desweiteren kénn-
te ein Einblick in diese Prozesse bei einem mutulistischen Pilz zum Verstédndnis und der
Kontrolle von nicht-nltzlichen Pilz-Pflanze-Interaktionen beitragen.
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3 Material

3 Material

3.1 Organismen

3.1.1 Escherichia coli

Alle E.coli Stamme in Flussigkultur werden in LB-Medium unter Schitteln bei 37 °C inkubiert.
Auf LB-Agarplatten erfolgt die Kultivierung bei 37 °C im Feuchtinkubator. Den Medien werden
zur Selektion auf die enthaltenen Plasmide die entsprechenden Antibiotika zugesetzt.

+ DB3.1

Genotyp F-gyrA462 endA1 ginV44 A(sr1-recA) mcrB mrr hsdS20(rs-, ms)
ara14 galk2 lacY1 proA2 rpsL20(Smr) xyl5 Aleu mtl1

Eigenschaften Streptomycin resistent (50 mg/L). Durch eine Mutation in der Gyra-
se (gyrA462) kénnen Plasmide, die das ccdB_Gen enthalten klo-
niert werden

« Top 10
Genotyp F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcerBC) @80/acZAM15 AlacX74 recA1
araD139 A(araleu) 7697 gall gaK rpsL (Strr) endA1 nupG
Eigenschaften Streptomycinresistent (50 mg/L).
Geeignet fur blue / white Screening.
* XL1-Blue
Genotype recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F" proAB
laclgZAM15 Tn10 (Tetr)]
Eigenschaften Tetracyclinresistent (25 mg/L).

Geeignet fUr blue / white screening.

3.1.2 Agrobacterium rhizogenes

Agrobakterien werden unter Schatteln in TY- oder LB-Medium bei 28°C mit entsprechende-
mAntibiotikum kultiviert.

* ARquat Quandt, 1993
Agropine-type pRiA4b (pA4-type) (250 kb)
Ri plasmid pRiA4b, wt
Genotyp Onc+, SmR, biotype Il (Keane et al., 1970)
Phanotyp Streptomycin resistant (600 mg/l), Derivat des WT Stammes R1000

vom WT Stamm A4T (Moore et al., 1979).
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Eigenschaften Induziert das wachstum von transgenen Wurzeln, die morpholo-
gisch dem WT entsprechen

3.1.3 Agrobacterium tumefaciens

+ GV3101/pMP90 von Klaus Harter (TUbingen)
Ti plasmid pMP90 (pTiC58 AT-DNA), Gmr
Genotyp C58, Rifr
Phanotyp Nopalin+, Gentamycin-resistent (40 pg/ml), Rifampicin-resistent
(100 pg/ml)
Einsatz Transformation von Nicotiana benthamiana

3.1.4 Saccharomyces cerevisiae

Untransformierte Hefestdmme werden auf YPDA-Agarplatten bei 30°C kultiviert. Flussigkul-
turen zur Herstellung von kompetenten Zellen werden in 2x YPDA bei 30°C und 220 rpm
inkubiert. Transformierte Stdmme werden in Saccharosemedium oder SD-Medium kultiviert,
dem die entsprechenden Aminosauren zur Selektion auf die Auxotrophiemarker fehlen.
* Y12321
Herkunft European Saccharomyces cerevisiae Archive for functional Analy-
sis (http://cgi.server.uni-frankfurt.de/fb15/rose/index.html)
Genotyp BY4741; Mat a; his3D1; leu2D0; lys2D0;  ura3DO;
YIL162w::kanMX4

* AH109
Herkunft J.K.C: Rose, Cornell Universitét, lthaca, USA
Genotyp MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A, gal80A,
LYS2 : :GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3, GAL2UAS-GAL2TATA-ADEZ2,
URA3 ::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ, MEL1
* Y187
Herkunft Clontech Matchmaker™ Library Construction & Screening Kit
Genotyp Matt; ura3-52; his3-200, ade2-101; trp1-901; leu2-3, 112; gal4D;

met—; gal800; URAS : : GALIUASGAL1TATA-lacZ; MELA1

3.1.5 Glomus intraradices
G. intraradices wird in monaxenischer Kultur zusammen mit Ri-transformierten Daucus
carota Wurzeln auf M-Medium kultiviert (Bécard und Fortin, 1988).
+ DAOM 181602
Herkunft Schenck and Smith (1982)
Genotyp wit.
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3.1.6 Aspergillus nidulans

A. nidulans wird zur Anzucht in MM-Medium mit den entsprechenden Auxotrophiemarker bei
Raumtemperatur schittelnd inkubiert.

- RMSO11
Referenz Stringer et al. 1991
Genotyp pabaA1, yA2, AargB::trpCAB; veA1, trpC801

3.1.7 Magnaporthe oryzae

In dieser Arbeit wurde der Stamm ASGFP (Guy11-GFP) eingesetzt (Sesma und Osbourn,
2004). Dieser Stamm entspricht in seinem Verhalten und seiner Morphologie dem Wildtyp
Guy11, exprimiert aber konstitutiv GFP wodurch er besser mikroskopisch untersucht werden
kann. ASGFP wurde auf Komplettmedium bei 28 °C im Dunkeln kultiviert.

3.1.8 Colletotrichum trifolii

C. trifolii 2 MUT3930 (Ameline-Torregrosa et al., 2008) wurde freundlicherweise von Richard
O'Connell Max Planck Institute fur Pflanzwenzichtungsforschung, Kéln zur Verfigung ge-
stellt. Der Pilz wurde auf CM Medium bei Raumtemperatur kultiviert.

3.1.9 Medicago truncatula
Fir die Versuche wurden mit dem Stamm ARquai von Agrobacterium rhizogenes transfor-

mierte Wurzeln des Kultivars Jemalong A 17 verwendet. Diese ,Hairy roots“ werden auf M-
Medium kultiviert.

* Jemalong A 17

Herkuntt Kultivar aus Australien

Genotyp W1, Myc., Nod., Fix.
DMI1 (883 AS), DMI2 (925 AS), DMI3 (523 AS)
(Penmetsa & Cook, 1997)

» C71(domi)
amit-1

EMS Nod-, Myc- Mutante von Jemalong A17. G1264A Punktmuta-
tion in der SpleiBstelle des 3. Introns fihrt zu fehlerhaftem Spleifen
(Penmetsa & Cook 1997; Ané et al., 2004)
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* TR25
ami2-1
g-ray Nod-, Myc- Mutante von Jemalong A17. Die Deletion einer
Base flhrt zur Verschiebung des Leserasters und verfrihter Termi-
nation der Translation in der extrazellularen Doméne. (Sagan et al.,
1995; Endre et al., 2002)

* TRV25

ami3-1

g-ray Nod-, Myc- mutant of Jemalong A17. Eine 14 bp Deletion
fihrt zu einem verklrzten Protein von 209 AS

(Lévy et al., 2004)

3.1.10Daucus carota

Mykorrhizierte D. carota Wurzeln wurden auf M-Medium kultiviert (Bécard und Fortin, 1988).

3.1.11Solanum tuberosum

Die Kartoffelwurzeln enthalten durch Agrobacterium tumefaciens vermittelte Transformation
den Vektor pBin19 der das Promotor-Reporter-Konstrukt StPT3-FT-GUS tragt (Karandashov
et al., 2004). Die transformierten Kartoffelwurzeln werden auf M-Medium mit dem Petrischa-
lendeckel nach oben bei 27°C im Dunkeln inkubiert.

3.1.12 Oryzae sativum

In dieser Arbeit Oryza sativa L ssp. indica Kultivar CO39 verwendet. Die Samen wurden
oberflachensterilisiert und auf Wasseragar zum keimen gebracht.
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3.2 Chemikalien

3 Mater

ial

Alle anorganischen und nicht nachfolgend aufgelisteten Chemikalien wurden Uber die Firmen
AppliChem GmbH (Darmstadt), Fluka Chemie GmbH (Taufkirchen), MerckKgaA (Darm-
stadt), Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe) und Sigma Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen)

bezogen.

3.2.1 Organische Chemikalien

Tabelle 3-1: Verwendetet organische Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller: Katalognummer

1 kb DNA Ladder

Invitrogen GmbH, Karlsruhe: 15615-016)

3-Amino-1,2,4-triazol

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: A-8056)

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-I-galactopyranosid

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: 8060-1)

Agarose Electrophoresis Grade

Invitrogen GmbH, Karlsruhe: 15510-027)

Agar-Agar (Kobe | pulv.)

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: 5210.2)

Ampicillin Natriumsalz

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: K029.1)

Blocking Reagenz

Roche, Cat.-# 1 096 176)

Bromphenolblau Natriumsalz

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg: 15375.01)

Chloramphenicol

Duchefa Biochemie B.V., Haarlem, NL: C0113)

DEPC, Diethylpyrocarbonat

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: K028.2)

dNTPs (peqGOLD dNTP-Set 4 x 25 Imol)

peqglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen: 20-2010)

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: 8043.2)

Ethidiumbromidlésung 1%

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: 2218.2

Formaldehyd 37%

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: 7389.1

Formamid deionisiert

Glycin

)
)
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: P040.1)
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: 3908.3)

Hefeextrakt pulv f. d. Bakteriologie

Kaliumferricyanid

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: P-9387)

Kaliumferrocyanid

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: P-8131)

Kanamycin Monosulfat

Duchefa Biochemie B.V., Haarlem, NL: KO126)

Kodak Dental Readymatic Developer

Kodak GmbH, Stuttgart: 5285945)

Kodak Dental Readymatic Fixer

Kodak GmbH, Stuttgart: 5285937)

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: 2363.2)
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(

L-Adeninhemisulfat Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: A-9126)
L-Arginin HCI Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: A-5131)
L-Histidin HCI Monohydrat Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: H-9511)
L-Isoleucin Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: |-7383)

L-Leucin Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: L-1512)
L-Lysin HCI Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: L-1262)
L-Methionin Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: M-9625)
L-Phenylalanin Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: P-5030)
L-Threonin Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: T-8625)
L-Tyrosin Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: T-0254)
L-Uracil Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: U-0750)
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L-Valin

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: V-0500)

Myo-Inositol

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: 5125)

Nikotinsaure

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: N-4126)

Phytagel (Gellam gum)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: P-8169)

Polyethylenglycol 3.350

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: P3640)

Pyridoxin-HCI Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: T914.2)
RNAlater RNA Stabilization Reagent Qiagen GmbH, Hilden: 76104)

RNaseOUT Invitrogen GmbH, Karlsruhe: 10777019)
SDS /Natriumlaurylsulfat Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: 4360.2)

Streptomycin Sulfat

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: S-6501)

Trypanblau

Merck KgaA, Darmstadt: 1.11732.0025)

Trypton/Pepton aus Casein

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: 8952.2)

Tween®20

AppliChem GmbH, Darmstadt: A1389.0500))

X-GlcA Natriumsalz

Apollo Scientific Ltd, Bredbury, GB: BIMB1121)

Yeast nitrogen base without amino acids

Becton Dickison GmbH, Heidelberg: 0919-15-3)

0-Mercaptoethanol

—_ o~ =~ ~] ~] ~] ~| ~|] ~|] ~| ~| ~| ~] ~| ~|] —~

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: 4227.3)

3.2.2 Enzyme

Folgende Enzyme, die nicht Bestandteil eines verwendeten Kits sind, wurden in dieserArbeit

be
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nutzt:
» Advantage®2 Polymerase Mix

* DNase | (Amplification Grade)

» Gateway® LR Clonase® Il Enzyme Mix
* GlucanX 200G

* Klenow-Fragment exo'l

* MESA GREEN gPCR MasterMix Plus (

* Pfu DNA Polymerase (recombinant)

» Phusion™ High-Fidelity DNA Polymer-
ase

* Proteinase K

* RNase H

» SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase)

» SuperScript™ || Reverse Transcriptase

(Clontech, Saint-Germain-en-Laye
,France: 630445)
(Invitrogen GmbH, Karlsruhe: 18047-019)

(Invitrogen GmbH, Karlsruhe: 11791020
(Novozymes Switzerland AG, Neumatt,

Schweiz)

(Fermentas, Burlington, Kanada)
(Eurogentec GmbH, Kéln, Germany)
(Fermentas, Burlington, Kanada)

New England Biolabs GmbH, Frankfurt
a.M.:F-530S)

(Invitrogen GmbH, Karlsruhe)
(Fermentas, Burlington, Kanada)
(Amersham  Biosciences,
USA:70173)

(Invitrogen GmbH, Karlsruhe: 18064-022)

Piscataway,




* T4 DNA Ligase

» Restriktionsendonucleasen

3.2.3 Kits
* DNeasy Plant Mini Kit
» GeneRacer™ Kit
« innuPREP Plant RNA Kit

* Matchmaker™ Library Construction &
Screening Kit

* RNeasy Plant Mini Kit

* TOPO TA Cloning® Kit (with pCR®2.1-
TOPO® vector)

* Qiaquick Gel Extraktion® Kit

« Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit

3 Material

(Promega GmbH, Madison, USA: M1801)

(New England Biolabs GmbH, Frankfurt
a.M.; Fermentas, Burlington, Kanada;
(Boehringer, Mannheim;  Amersham
Biosciences, Piscataway, USA)

(Qiagen GmbH, Hilden: 69104)

(Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

(Analytik Jena AG, Jena: 845-KS-2060250)
(

Takara Bio Europe/Clontech, Saint-

Germain-en-Laye,France: 630445)
(Qiagen GmbH, Hilden: 74904)
(Invitrogen GmbH, Karlsruhe: K4500-01)

(Qiagen GmbH, Hilden: 74904)
(Hiss Diagnostics GmbH, Freiburg: D4002)

3.2.4 Gerate
Tabelle 3-2 Verwendete Geréate
Gerat Typ Hersteller / Lieferant
Cycler Biometra Tpersonal Thermocycler Biometra, Géttingen
i-Mupid Cosmobio Co., Tokyo, Japan
Elektrophoresekammern
Mupid®exu Cosmobio Co., Tokyo, Japan
Vilber Lourmat, Marne La Vallée,
Geldokumentation TFX 40M
Frankreich
Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg

Heizbldcke

Test Tube Thermostat Model TCR100,

Roth, Karlsruhe

Techne DR1-Block DB.2A

Kleinfeld, Gehrden

Heraeus-Brutschrank Baureihe 6000,

Kendro, Langenselbold

HT Infors,

Infors AG, Schweiz

Inkubatoren und Schiittler Kleinschittler KM-2

Edmund Buhler GmbH, Tibingen

KBW 400

Pflanzenwachstums-Schrank

Binder
Binder, Tuttlingen

Mikroskope und Kameras

Axio Imager. Z1 mit Axiocam

Zeiss, Géttingen

SteREO Lumivar.V12 mit Axiocam

Zeiss, Géttingen
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Zeiss, Gottingen; Hamamatsu,
Axiophot mit Orca ERIlI )

Herrsching
Eclips E200 Nikon, Japan

Eppendorf Bio Photometer

Eppendorf, Hamburg

Photometer

ND-100 Spectrophotometer

NanoDrop Technologies,
Wilmington, USA

Reinraumbank

Kojair KH Open LAF Silver Line

Kojair Tech Oy, Vilppula, Finnland

Elektrische Laborwaage 440 Serie

Kihlzentrifuge Hermle Z 233 MK-2

Waagen land
Analysewaage Satorius research Satorius GmbH, Géttingen
) ) Labnet International, Inc., O-
Tischzentrifuge Spectrafuge 24D
akham, Rutland, UK
Kihlzentrifuge Eppendorf 5403 Eppendorf, Hamburg
Kihlzentrifuge Beckman J2-21 Beckman Coulter, Krefeld
Zentrifugen Hermle Labortechnik GmbH, We-

hingen

VR-1 Speed Vaq — Vakuumzentrifuge
mit CT 60e Kuhlfalle

Heto Lab Equipment, Ddnemark

und Bauknecht Vakuumpumpe

MAGV GmbH, Rabenau

3.2.5 Verbrauchsmaterial

Nicht im folgenden aufgefiihrtes Verbrauchsmaterial wurde Uber die Firmen Carl Roth GmbH
& Co. (Karlsruhe), A. Hartenstein (Wirzburg), Axon Labortechnik GmbH (Kaiserslautern),

und Sarstedt AG & Co. (Nimbrecht) bezogen.

Tabelle 3-3 Verbrauchsmaterial

Material

vollstandiger Name

Quelle

Cellophan

Alba Einmach-Haut

Gehring & Neiweiser GmbH + Co
KG, Bielefeld.

Réntgenfilm

Fuji Medical X-ray film

FUJIFILM Europe GmbH
,Disseldorf

Nylonmembran

Hybond-N+

(Amersham Biosciences, Piscata-
way, USA:70173)
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3.2.6 Losungen und Puffer

* Ampicillin-Stammlésung (1000x)

100 mg/ml Ampicillin in H,O dest. 16sen, steril filtrieren (Filtergr6Be 0,45um), bei — 20°C la-
gern.

* ChloraminT-Lésung

Zu einer 2% ChloraminT-Lésung werden 2 Tropfen Tween 20 (Sigma) gegeben und diese
sterilfiltriert (FiltergroBe 0,45um).

« DEPC- H,0
1 ml/L Diethylpyrocarbonat in H,O bidest. Gber Nacht riihren und durch Autoklavieren

inaktivieren.

» Kanamycin-Stammlésung (1000x)

50 mg/ml Kanamycin Monosulfat in H,O dest. steril filtrieren, bei —20°C lagern.

* 6 x Ladepuffer fiir die Agarosegelelektophorese von Nukleinsauren
30 % (v/v) Glycerin, und 0,25 % (w/v) Bromphenolblau werden in destilliertem Wasser
geldst. Der Puffer wird bei 4 °C aufbewahrt.

* LTHA Dropout Lésung (10x)
200mg/L L-Arginin HCI

300mg/L L-Isoleucin

300mg/L L-Lysin HCI

200mg/L L-Methionin

500mg/L L-Phenylalanin

2000mg/L L-Threonin

300mg/L L-Tyrosin

200mg/L L-Uracil

1500mg/L L-Valin

» Lésungen fir die Minipraparation von Plasmiden
Loésung | 50 mM TrisHCI pH 7,5
10 MM EDTA
100 0g/ml RNAse A

Lésung Il (Lysis Puffer) 0,2 M NaOH
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1 % SDS

Losung Il 1,5 M KAc pH 4,8

* 10 x MOPS-Puffer

41,86 g MOPS (200 mM), 4,1 g Na-Acetat (50 mM) und 3,72 g Na,EDTA (10 mM) werden in
1 | DEPC-Wasser eingewogen. Der pH wird mit NaOH auf 7,0 eingestellt. Der Puffer wird
autoklaviert, wobei er eine gelbliche Farbe annimmt. Die Lagerung erfolgt bei 4 °C im Dun-
keln.

* RNA Denaturierungspuffer

Far die Herstellung von 200 0l werden 100 0l Formamid, 33,2 0l 37 % (v/v) Formaldehyd, 20 0l
10 x MOPS und 42,2 1l DEPC-H,O durch Pipettieren gemischt. Der Puffer wird vor der Ver-
wendung unter dem Abzug frisch angesetzt und auf Eis aufbewahrt.

* RNAse ,Killer* Solution
0,1 M NaOH (4 g/L) und 2 mM EDTA (0,74 g/L) in destilliertem Wasser ansetzen.

*10 % SDS

Zur Herstellung eines Liters 100 g Dodecylsulfat Natriumsalz (SDS) in 900 ml H,O dest. ein-
wiegen und unter Erwarmen I6sen. Den pH-Wert mit HCI auf 7,2 einstellen und mitH,O dest.
auf einen Liter aufflllen. Bei RT lagern.

* 10x TAE-Puffer (pH 8,5)

242 g Tris (hydroxymethyl)-Aminomethan (Tris) sowie 37,2 g Na, EDTA. 2 H,O in 4,5 | H,O
dest. werden zur Herstellung von 5 Litern eingewogen. Nach Zugabe von 57,1 ml konzen-
trierter Essigsaure wird mit Wasser auf 5 Liter aufgefillt. Der Puffer wird in 1 x Konzentration

verwendet.

* TE-Puffer (10x)

Um einen Liters herzustellen werden 800 ml H,O dest. mit 100 ml 1M Tris-Puffer pH 8 und
20 ml 0.5 M Na2EDTA pH 8 versetzt. Mit destilliertem Wasser wird auf 1 L aufgefullt und
steril autoklaviert. Der Puffer wird bei RT gelagert und in 1x Konzentration eingesetzt.

* Tetracyclin-Stammlésung (1000x)
25 mg/ml Tetracyclin in H,O dest., steril filtrieren, bei — 20°C lagern.
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*1 M Tris-Puffer

Zur Herstellung eines Liters 121,14 g Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan (Tris) in 800 ml H,O
dest. einwiegen und gewlnschten pH-Wert mit HCI einstellen. Mit H,O dest. auf 1 L auffll-
len, autoklavieren und bei RT lagern.

X-a-Gal-Stammlésung

Fir die X-a-Gal-Stammlésung wird X-a-Gal in einer Konzentration von 20mg/ml in Dimethyl-
formamid geldst und vor Licht geschitzt bei -20°C gelagert.

* IPTG-Stammlésung (5mM)

Flr die Supplementation von Medium zur Blau-WeiB-Selektion werden 5001 der Stammlé-
sung pro Platte ausplattiert. FUr die Zubereitung von 10ml Stammlésung werden 12mg IPTG
in 10ml destilliertem Wasser geldst, sterilfiltriert und in 1ml Aliquots abgefllt.

* Zitronensaurepuffer zur Sporenisolierung
17ml 0.1M Zitronensaure

83ml 0.1M Natriumcitrat

H-O ad 1000ml

pH 6.6

» Lésungen fiir den Southern Blot
20x SSC 3 M NaCl
0.3 M NaCitrat
H,O ad 1000 ml
pH 7 mit konz. HCL

Maleins&dure Puffer 100mM Maleinsaure
150mM NaCl
pH 7,5 mit 10M NaOH

10x Blocking Solution 10% (w/v) Blocking Reagenz
50% Maleinsaure Puffer
Unter Ruhren bis zum vollstandigen Lésen erhitzen
Autoklavieren

DIG Standard HYB Puffer 5x SSC
0,02% (w/v) SDS
1% Blocking Solution
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3 Material

2x Wash solution

0,5x Wash solution

Washing Buffer

Blocking Puffer

AP-Puffer

AP-Substrat

3.2.7 Kulturmedien

Alle beschriebenen Medien werden in destilliertem H,O angesetzt und durch Autoklavieren
sterilisiert. Flr die Herstellung der entsprechenden Festmedien wird 1,5% (w/v) Agar-Agar
verwendet, falls nicht anders beschrieben. Bei Bedarf erfolgt die Zugabe von Antibioti-
kastammlésungen und anderer sterilfiltrierter Supplemente nach dem Autoklavieren und Ab-

kihlen auf ca. 55°C.

* LB-Medium

Zur Kultur von E. coli.
10 g/L Trypton

10 g/L NaCl

5 g/L Hefeextrakt

pH 7.

24

0,1%(w/v) N-Laurylsarcosin
H-O ad 100 ml

2x SSC
0,1% (w/v) SDS
H,O ad 1000 ml

0,5x SSC
0,1%(w/v) SDS
H,O ad 1000 ml

Maleinsdure Puffer
0,3% Tween 20

1% Blocking Solution in Maleinsdure Puffer

0,1 M TrisHCL pH 9,5
0,1 M NaCl
50mM MgCl,
Far eine Membran der GréB8e 10x10 cm:
500ul AP-Puffer
5ul CDP-Star



+ SW-Basta
Zur Selektion von M. oryzae Transformanten.

1.6 g/L Yeast Nwithout AA;
2g/L Asparagin

1g/L NH4NO3

10 g/L Glucose

40 pg/ml BASTA)

15 g/L Agar

pH 6 mit Na2HPO4.

* M-Medium (Bécard und Fortin, 1988)

Zur Kultur von M. truncatula und Daucus carota Wurzeln:
Tabelle 3-4 M-Medium

3 Material

Substanz Stammlésung | Endkonzentration pro | Medium
Makronéhrstoffe

KNO3 3,2¢g/L 80 mg/L 25 ml
MgSO; - 7 H.0 29,24 g/L 731 mg/L

KCI 2,6 g/L 65 mg/L

KH2PO, 1 48 mg/L 4,8 mg/L 100 ml
Ca(NOs) 115,2 g/L 288 mg/L 2,5 ml
Na-FeEDTA 3,2¢g/L 8 mg/L 25 ml
Mikronéhrstoffe

MnClz - 4 H.0 6 g/L 6 mg/L 1ml
HsBO 1,5¢g/L 1,5 mg/L

ZnS04 - 7 H0 2,65 g/L 2,65 mg/L

Weitere Mikronéhrstoffe

Na:MoQg - 2 H20 0,0024 g/100 ml 0,0024 mg /L 1000
CuSO0s4 - 5 HO 0,13 g/100 ml 0,13 mg/L

Vitamine

Glycin 0,3 g/L 3 mg/L 10 ml
Myo-Inositol 59/L 50 mg/L

Nikotinsaure 50 mg/L 0,5 mg/L

Piridoxin HCI 10 mg/L 0,1 mg/L

Thiamin HCI 10 mg/L 0,1 mg/L

Der pH wird auf 5,5 eingestellt. Fir die in vitro Kultur von Wurzeln werden 10 g/L D-

Saccharose zugegeben. Zur Herstellung des Festmediums wird 0,3 % (w/v) Phytagel ver-

wendet.
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3 Material

* SOC-Medium

Zur Transformation von Bakterienzellen:

5 g/L Hefeextrakt, 20 g/L Trypton, 0,584 g/L NaCl, 0,186 g/ KClI, 2,4 g/L MgSQO,. pH 7,5. 20
ml sterile 20% (w/v) Glucose-Lésung werden nach dem Autoklavieren zugeben.

» Superbroth

Zur Anzucht von E. coli Zellen fur die Herstellung kompetenter Zellen:
32 g/L Trypton

5 g/L NaCl

20 g/L Hefeextrakt

pH 7,5 mit NaOH.

* H,O-Agar
Zur Keimung von M. truncatula Samen:
0,8% (w/v) Agar-Agar in H,O dest.

* H,O-Agar mit MES

Zur Keimung von Glomus intraradices Sporen:

1,952g MES, 8,76 ml 1M, 11,24 ml 1M NacCl in 800 ml doppelt destilliertes H,O resuspendie-
ren. pH auf 5,5 einstellen mit HCI. 8g Agar-Agar, H.O ad 1000ml.

* Modifiziertes Fahraeus-Medium
Zur Sporeninduktion mit M. truncatula Samen

Tabelle3-5 modifiziertes Fahraeus-Medium

Substanz Stammlésung Endkonzentration Pro | Medium
Makronahrstoffe

CaCl2 0.9M 0.9 mM 1 mi

MgSO4 05M 0.5 mM 1ml

KH2PO4 0.7 M 0.7 mM 1ml
Na2HPO4 0.4 M 0.8 mM 2ml

Fe-Citrat 20 mM 20 0M 1ml
NH4NO3 1M 0.5 mM 0,5 ml

Mikronahrstoffe

MnCI2 1mg/ml 1000g/L 100 0l
CuS0O4 1mg/ml 1000g/L 100 0l
ZnCl2 1mg/ml 1000g/L 100 0l
H3BO3 1 mg/mi 1000g/L 1000l
Na2MoO4 1 mg/mi 1000g/L 1000l
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Der pH wird auf 7,5 eingestellt. Dem Medium werden 1,5% Agar zugegeben. Nach dem Au-
toklavieren wird es als Schragagar in Petrischalen gegossen.

* YPDA

Zur Kultur untransformierter Hefestdmme:

20g/L Pepton, 10g/L Hefextrakt, 15ml der 100x Adenin-Stammlésung. pH 6,2. Nach dem
Autoklavieren werden je Liter 50ml einer 40% (w/v) Glukoselésung sterilfiltriert hinzugeflgt.
Fir Agarplatten werden aufgrund des niedrigen pH 20g/L Agar eingewogen.

» Saccharose-Medium
Zur Selektion von Hefestammen mit transformiertem Signalpeptid:
10g/L Hefeextrakt, 20g/L Pepton, 20g/L Saccharose, 20g/L Agar.

* SD-Medium

Selektionsmedium zur Kultur transformierter Hefestamme:

Far einen Liter werden 6,7g Yeast Nitrogen Base without amino acids, 100ml 10x —LTHA
Dropout Lésung und die entsprechenden Volumina der noch zuzusetzenden Aminosaure-
Stammlésungen mit destilliertem Wasser auf 1 | aufgefillt, der pH auf 6,2 eingestellt und
autoklaviert. Nach dem Autoklavieren werden 50ml einer 40% (w/v) Glukose- oder Saccha-
roseldsung sterilfiltriert hinzugegeben.
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3.2.8 Plasmide

P ADH1

A ———smartlll Primer
7PN Smal (462
LDCDsIII

___suc2 ohne SP

pSK-HR-YST 2
7663 bp

T ADH1

LEU

3.1 YSST Vektor fiir Hefe

Plasmid zur C-terminalen Fusion der Suc2 Invertase an amplifizierte (Primer smartlll und LDCDSIII) Klone einer
cDNA-Bank. Der Vektor enthalt Leucin (LEU) als Auxotrophie-Marker sowie den Alkoholdehydrogenase1 Promo-
tor (P ADH1) und Terminator (T ADH1) zur Expression des Fusionskonstruktes.

a b o
5-GGTG Sequenz attL2 _ 3T Uberhang

M13 rev Primer 3T Uberhang

M13 fwd Primer

f1 Origin

. attL
M13 fwd Primer .
M13 rev Primer

lac Promotor
pUC Origin

PENTR/D-TOPO
2580 bp

pCR2.1-TOPO
3931 bp

T~ KanR
KanR
pUC Origin

AmpR

3.2 TOPO Vektoren pENTR/D-TOPO und pCR2.1-TOPO
(a) pENTR/DTOPO zur gerichteten TOPO Klonierung von PCR-Fragmenten. (b) pCR2.1-TOPO zur TA-
abhangigen TOPO Kilonierung von PCR-Fragmenten.

P ADH1

GAL4 DNA
Bindedoméane

. Nde
"\ BamHI

u/ pGBKT7 | TADH1
7304 bp /

SV4ONLS
S GAL4 AD

Ndel
"SMARTIII Primer
f \CDSIII Primer
_ BamHl

T ADH1

pGADT7-Rec
8058 bp

AmMpR —

- LEU

/
KanR

3.3 Vektoren fiir die Yeast Two Hybrid Analyse
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3 Material

Vektoren zur N-terminalen Fusion der GAL4 Aktivierungs-Domane (a) oder DNA-Bindedoméane (b). Die Plasmide

enthalten den 2 p Replikationsursprung (2 p Ori) zur Replikation in Hefe sowie Leucin (LEU) oder Tryptophan
(TRP1) als Auxotrophie-Marker.

a b
Sm/SpR LB Sm/SpR B KanR
T35S
attR1
Pubq10 _-——ccdB
attR2
{ —Intron
pCGFP-RedRoot DsRED l\ pK7GWIWG2D(II),0 Siciis
14468 bp ‘ 14884 bp
T '7 Intron
attR2
T35S
ccdB
eGFP
attR2 ; attR1
e S TEV L Tass e
P35S attR1 P35 -L |
eGFP

3.4 Plasmide pCGFP-RedRoot und pKGWIWG2D(lI),0

Gateway Vektoren zur C-terminalen eGFP-Fusion (a) sowie zur Konstruktion von RNAi-Konstrukten (b). Plasmide
zur Agrobakterien-vermittelten Transformation von Pflanzen.

a b
PtrpC T35S
BastaR p‘a | mRFP
4 __attR2
KanR_ _CmR-ccdB
Lk attR1 __argB
pSK-Tox-mRFP ﬁ;(-%" ”' pMT-sGFP
- 7649 bp
SMISpR— 12219 bp | Re
/
/
4 GFP— /-
\ / PalcA
P attr2 —-
/

CmR-ccdB

3.5 Plasmide pSK-Tox-mRFP und pMT-sGFP

(a) Gateway Vektor zur C-terminalen mRFP-Fusion und Transformation von M. oryzae. Der Plasmid enthalt den
toxA Promotor zur Expression des Fusionskonstruktes (Ptox) und den Tryptophan C Promotor zur Expression der
Basta-Resistenz vermitteInden Phosphinothricin-Acetyltransferase (BastaR) in M. oryzae. (b) Gateway Vektor zur
C-terminalen GFP-Fusion und Transformation von A. nidulans. Der Plasmid enthélt den alcA Promotor zur Ex-
pression des Fusionskonstruktes (PalcA) und den Auxotrophie-Marker Arginin B zur Selektion in A. nidulans.
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3 Material

3.2.9 Primer
Alle Primer wurden Uber Eurofins MWG Operon (Deutschland) bezogen und die Annealing

Temperatur (Tm) entsprechend den Berechnungen des Herstellers festgelegt.
Tabelle 3-6 Primer
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Name Sequenz 5’ -> 3’ GC(%) Tm (°C)
ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATGNNNNNN
CDS I1l/6 Primer (33bp) 61 74,5
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTAT-

SMART Il GGCCGGG (39bp) 56 75,8
entr_SP7_SP_F1 CACCATGAAGTTCACGACTCTTGC (24bp) 50 62,7
entr_SP7_noSP_F2 CACCATGGCTCCTATTGCCGAG (22bp) 59,1 64
Race 3'PCR GTATCGATGCCCACCCTCTAGAGGCCG (27bp) 63 71
57utr_SP7race_F1 TTCGAAAAATCTTCAGTTCGATCC (24bp) 38 57,6
3’utr_SP7race_R1 TAGATAACGAATAAGAGTTGGTGG (24bp) 38 57,6
SP_SP7_R1 CTCGGCAATAGGAGCAGCATTGA (23bp) 52,2 62,4
MtPR1_SS-F CACCATGAGCTTTAGGTGTTT (21bp) 43 55,9
MtPR1_SSR2 TGTTCTGGGGGATCAGAAATTG (22bp) 45 58,4
MtPR1c3F CACCATGATCCTCCTGGGAATTA (23bp) 48 60,6
MtPR1c3R AGTATCCAATCAATAAGACCACATGC (26bp) 38 60,1
Bait_SP7F1_Ncol TCCATGGCTCCTATTGCCGAGATC (24bp) 54,2 64,4
Bait_Rev_cds_EcoRlI GAATTCGATGCCACCCTCTAGAGG (24bp) 54,2 64,4
entr_MtERF19full CACCATGTGTGGTGGTTGCTATC (23bp) 54,5 62,1
entr MtERF19_R1 ATCAAAGCTCCATAAATCTCCAACC (25bp) 40 59,7
MtERF19-gPCR_F1 TAATCCTCCACCGATTCGAC (20bp) 50 57,3
MtERF19-qPCR_R1 TCCATCACAGAAAAACCAACCT (22bp) 40,9 56,5
SP7-gPCR-F2 TGCATAATATTAATTTAGTTTCCTTTCC (28bp) 25 56,3
SP7-gPCR-R2 TAAGAGTTGGTGGGAGTGG (19bp) 53 56,7
M{TEF-qPCR-F3 TACTCTTGGAGTGAAGCAGATG (22bp) 45 58,4
MtTEF-gPCR-R2 GTCAAGAGCCTCAAGGAGAG (20bp) 55 59,4
GiTef_F1 TGTTGCTTTCGTCCCAATATC (21bp) 43 55,9
GiTef_R1 GGTTTATCGGTAGGTCGAG (19bp) 45 56,7
RNAi_MtERF19_F1 CACCTAGCTGATACATCAAGC (21bp) 47,6 57,9
RNAi_MtERF19_R1 TCAACTCGTTCATTAACTTTGG (22bp) 47,6 57,9



3 Material

MtPR10-1-gPCR-F1 GTTGAAATTGTTGAAGGCAACG (22bp) 40,9 56,5
MtPR10-1-gPCR-R1 ATTGTGTCTGGAAGGCCAAC (20bp) 50 57,3
PBZ1/PR10-F AATGAGAGCCGCAGAAATGT (20bp) 45 55,3
PBZ1/PR10-R GGCACATAAACACAACCACAA (21bp) 42,9 55,9
RPR10b-F TCTCCGTATTGCTGCTTCCT (20bp) 50 57,3
RPR10b-R CACTCTCACAAAATCAAACACCA (23bp) 39,1 57,1
qPCR-OsTEF1-F1 CTCCAACTCCAAGGATGAC (19bp) 52,6 56,7
qPCR-OsTEF1-R1 GTCTGTCGATCTTGGTCAC (19bp) 52,6 56,7
Basta _for ACTCAGGCCTCGACAGAAGATGAT (24bp) 48 63

XbaBasta_rev TCTAGATGGCCCTAAATCTCGGTGA (25bp) 48 63

Basta_F1 TCCACGCTCTACACCCACCTG (21bp) 61,9 63,7
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4 Methoden

4.1 In vitro Kultur Ri-transformierter mykorrhizierter Daucus
carota Wurzeln

Aufgrund der obligat biotrophen Lebensweise von G. intraradices ist es nicht mdglich den
Mykorrhizapilz in axenischer Kultur (d.h. die Kultur eines Organismus ohne Zuhilfenahme
eines anderen Organismus) zu halten. Fir die in vitro Kultivierung des Pilzes existiert aller-
dings ein gut etabliertes System (Bécard und Fortin, 1988). Hierbei verwendet man A. rhizo-
genes transformierte Karottenwurzeln (Daucus carota) als pflanzlichen Wirt (Chabot et al.,
1992). Diese Wurzeln weisen eine als hairy roots bezeichnete Wurzelmorphologie auf und
sind, aufgrund eines im Vergleich zu nicht transformierten Wurzeln verénderten Hormon-
haushaltes, widerstandsféhiger und wachsen leichter auf kinstlichen N&hrbdden (Tepfer,
1989). Zur Stammbhaltung werden Wurzelstiicke aus einer ca. 3 Monate alten, mit G. intrara-
dices mykorrhizierten D. carota Kultur auf einer mit M-Medium mit Saccharose (M+S) gefull-
ten Petrischale unter sterilen Bedingungen platziert. Die Wurzelstlicke sollten einen mdg-
lichst hohen Verzweigungsgrad, sowie eine leicht gelbliche Farbung aufweisen. Die Platten
werden mit Parafilm umschlossen und mit dem Deckel der Petrischale nach unten zeigend,
im Dunkeln bei 27°C inkubiert.

Die Isolierung pilzlichen Materials wird durch ein sogenanntes Zweikompartimentsystem er-
moglicht (Abb. 4.1 a). Hierbei werden in einer durch eine Plastikbarriere zweigeteilten Pet-
rischale ein Wurzel- sowie ein Hyphenkompartiment angelegt. Im Wurzelkompartiment sind
in den mykorrhizierten Karottenwurzeln die symbiotischen Strukturen des Pilzes ausgebildet,
die als Wachstumsgrundlage M+S-Medium benétigen. Die zweite Schalenhélfte soll den pilz-
lichen Hyphen und den von diesen gebildeten Sporen vorbehalten bleiben. Aus diesem
Grund wird dieses Kompartiment mit M-Medium ohne Saccharose (M-S) geflllt, in dem es
den photosynthetisch inaktiven Wurzeln an der zum Wachstum notwendigen, externen Koh-
lenstoffquelle fehlt. Die biotrophen Pilze hingegen kénnen ihren Kohlenhydratbedarf mit Hilfe
ihres pflanzlichen Symbiosepartners decken. Zur Inokulation des Systems werden 3-4 ca. 1-
2 Monate alte Wurzelstlicke von den Stammhaltungsplatten entnommen, nahe der Kompar-
timentgrenze mit einer sterilen Pinzette platziert und bei 27°C im Dunkeln inkubiert. Nach ca.
4 Wochen beginnen die Hyphen vom inzwischen vollstandig mit mykorrhizierten Wurzeln
bewachsenen Wurzelkompartiment aus, Uber die Barriere zwischen den beiden Schalenhalf-
ten hinweg, das zweite Kompartiment zu besiedeln, wo sie ein dichtes extraradikales Myzel
mit zahlreichen Sporen bilden.
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4.2 Anzucht pilzlichen Materials verschiedener Stadien der AM-
Symbiose

Fir den YSST zur Identifikation von sekretierten Proteinen in der AM-Symbiose wurden 3
cDNA-Banken erstellt, die sowohl die pra-symbiotische, sowie die friihe als auch spéate sym-
biotische Phase der AM abdecken sollten. Die hierzu verwendeten Versuchsanséatze zur
Produktion pilzlichen und pflanzlichen Materials der verschiedenen symbiotischen Stadien
sind in den Abschnitten 4.2.1 — 4.2.5 naher erlautert und in Tabelle 4-1 zusammengefasst.
Der Terminus ,induziert” beschreibt hierbei jeweils, die Koinkubation von pilzlichem Material
mit M. truncatula hairy roots, wobei der Austausch von Signalen zwischen Pilz und Pflanzen-
partner immer direkt méglich ist.

Tabelle 4-1 Ubersicht iiber das fiir die cDNA-Synthese eingesetzte AM-symbiotische Material

Entwicklungsstadium Material (Pilz/Pflanze) Abbildung Versuchsansatz
Préa-symbiotische Phase Ungekeimte Sporen 41a 4.21
Frihe symbiotische Phase Gekeimte Sporen 41Db 422
Induzierte Sporen 4.1d
Hyphen 41c 423
Induzierte Hyphen 41e
Fortgeschrittene symbiotische | Arbuskel-angereicherte 41f 425
Phase (in planta) S. tuberosum Wurzeln

4.2.1 Isolation und Oberflachensterilisation von Sporen von G. intraradices

Die reifen, braunlichen Sporen kdnnen direkt aus dem Hyphenkompartiment gewonnen wer-
den, in welchem sie bereits mit dem bloBen Augen zu erkennen sind. Vor der Isolierung
mussen die Sporen aber noch eine Phase der Dormanz von mindestens 14 Tagen bei 4°C
durchlaufen. Nach dieser Kélteperiode wurde das Phytagel durch Rihren in dem dreifachen
Volumen an Zitronensaurepuffer, pH 6, fir mindestens 30 min aufgeldst. Die Sporen wurden
Uber ein Siebsystem aus der Flissigkeit gewonnen. Dabei wurde mit Sieben kleiner werden-
der Maschenweite gearbeitet (1mm, 125um und 40um), wobei jeweils der Siebrtickstand der
gréBeren Maschenweiten mit einem Stabmixer bearbeitet wurde um die Sporen von den Hy-
phen und Pflanzenresten zu befreien. Die schlieBlich im feinsten Sieb akkumulierten Sporen
wurden eingesammelt und in 2ml ReaktionsgefaBe zur Oberflachensterilisation abgefiillt.

Zur Sterilisation wurden die Sporen zun&chst Uber Nacht in 1,5 ml Antibiotikalésung schit-
telnd inkubiert. Die Antibiotikalésung wurde abgeschiittet und die Sporen mehrmals in steri-
lem Wasser gewaschen. Pilzliche Kontaminationen sollten durch eine 10-minltige Behand-
lung mit Chloramin-T-L&sung beseitigt werden. Auch diese wurde durch mehrmaliges wa-
schen mit sterilem Wasser vollstandig entfernt. Die Sporen kénnen nun direkt zur Keimung
ausgebracht, oder bis zu ihrer Verwendung in M-Medium ohne Saccharose bei 4°C gelagert
werden.
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4.2.2 Keimung und Induktion von G. intraradices Sporen

Die Sporenkeimung erfolgte auf 6x6 cm groBen Cellophanstiickchen, die unter sterilen Be-
dingungen mit einer Pinzette auf Wasseragarplatten mit MES platziert wurden. Auf diese
Plattchen wurden die Sporen in einem kleinen Volumen an sterilem Wasser oder M-S Medi-
um mit einer Pipette verteilt (Abb. 4.1 b). Die Keimung erfolgte bei 27°C. Nach 3 Tagen wur-
den die Sporen mit Hilfe eines Spatels wieder entnommen, in flissigem Stickstoff eingefro-
ren und die RNA extrahiert.

Zur ,Induktion“ wurden um das Cellophanstiickchen mit den Sporen M. truncatula hairy roots
der Linie ARqua1l trapiert, mit einem weiteren Cellophanpléttchen bedeckt und wie oben be-
schrieben inkubiert bzw. weiter verarbeitet (Abb. 4.1 d).

4.2.3 Isolation und Induktion extraradikaler Hyphen von G. intraradices

Fir die Isolierung extraradikaler Hyphen wurde mit einer sterilen Pinzette das Medium aus
dem Hyphenkompartiment des Zweikompartimentensystems entfernt. Dies kann bereits
nach der Uberwindung der Kompartimentgrenze durch die ersten Hyphen geschehen, aber
auch noch, wenn diese bereits zahlreiche Sporen gebildet haben. Das Medium wurde durch
flussiges M-Medium ohne Saccharose ersetzt, bei dem alle Komponenten, mit Ausnahme
des Phosphates, doppelkonzentriert zugegeben wurden. Zuvor wurde bereits der Boden der
Petrischalenhalfte durch ein steriles Skalpell mit einem Gittermuster versehen. Dadurch soll
es den Hyphen erleichtert werden den glatten Boden zu besiedeln. Die Platten wurden
grindlich mit Parafilm verschlossen und bei 27°C im Dunkeln kultiviert. Nach etwa 1,5 Wo-
chen wurden die mit einer sterilen Pinzette aus dem Flissigmedium entfernt und sofort in
flissigem Stickstoff eingefroren. Der Zeitpunkt der Hyphenernte sollte allerdings vor dem des
Auftretens der ersten neu gebildeten Sporen liegen, um eine Vermischung der verschiede-
nen Stadien zu vermeiden.

Die Flussigmedium-Platten eignen sich zudem um induziertes Hyphenmaterial heranzuzie-
hen. Hierzu wurden in das bereits gut mit Hyphen besiedelte Fliissigmedium 2-3 Wurzelsti-
cke von Medicago truncatula gelegt und Wurzeln und Pilze fur drei Tage kokultiviert. Da es
innerhalb dieser Zeit bereit zu Kontakten zwischen den Symbiosepartnern kommt, kénnen
die Hyphen nicht ganz so einfach geerntet werden. Zunachst wurdd das Medium der Scha-
lenhalfte abgegossen und 1ml RNA-later-Lésung auf die Hyphen pipettiert. Die Wurzelstiicke
wurden nun entfernt, wobei es teilweise notwendig war die Hyphen mit einer Pinzette von der
Wurzeln zu 16sen. Bei diesem Vorgang kommt sehr wahrscheinlich zur Uberfiihrung einiger
pflanzlicher Zellen der unmittelbaren Kontaktstelle von Pilz und Pflanze. Im Anschluss darauf
wurden die eingesammelten Hyphen durch Abtupfen von der RNA-later-L6sung befreit und
sofort in flissigem Stickstoff eingefroren.
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4.1 Anzucht pilzlichen Materials verschiedener Stadien der AM-Symbiose

Stilisierter Lebenslauf von G. intraradices. Die Versuchsansatze zur Gewinnung symbiotischen Materials sind den
entsprechenden Phasen des Lebenslaufes zugeordnet.

(a) Aus dem Hyphenkompartiment des Bikompartimentensystems werden die ungekeimten Sporen von G. intra-
radieces gewonnen. Die ungekeimten Sporen reprasentieren die pra-symbiotische Phase der AM-Symbiose.

(b-e) Friihe symbiotische Phase der AM.

(b) Sporenkeimung auf Wasseragarplatten.

(c) Bikompartimentensystem mit Fliissigmedium zur Anzucht von Hyphen von G. intraradices.

(d,e) Induktion von gekeimten Sporen (d) und Hyphen (e) durch M. truncatula hairy roots.

(f) Mykorrhizierung von S. tuberosum hairy roots zur Gewinnung von arbuskel-angereichertem Material durch
Mikrodissektion der Pflanzenwurzeln unter dem Binokular. Dieses Material reprasentiert die spate AM-Symbiose
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4.2.4 Keimung von M. truncatula und O. sativa Samen

Um an die Samen von M. truncatula zu gelangen, empfiehlt es sich die getrockneten Friich-
te der Pflanze durch Mdérsern mit einem groBen Pistill von ihren Stacheln zu befreien, um
anschlieBend 7-10 etwa 3 — 5 mm groBe Samen aus den spiralig aufgerollten Hilsen gewin-
nen zu kdénnen. Durch eine Behandlung fir ca. 10 — 15 Minuten mit konzentrierter Schwefel-
saure in einem kleinen Becherglas werden die Samen einerseits Oberflachen sterilisiert, zum
andern wird ihre Dormanz vorzeitig gebrochen. Ein besserer Richtwert fir eine ausreichende
Inkubationsdauer als die Zeitangabe, ist die Beobachtung des Auftretens von schwarzen
Flecken auf den Samen. Bei durchschnittlich 5 Spots kann die Behandlung abgebrochen und
die Saure entfernt werden. Im Anschluss werden die Samen dreimal mit reichlich sterilem,
destilliertem Wasser gewaschen und zur Keimung auf einer H2O-Agar Platte platziert und
diese mit Parafilm verschlossen. Die Keimung erfolgt nach. 24-48 h bei 27°C im Dunkeln.
Um den Vorgang zu synchronisieren werden die Samen zuvor Gber Nacht bei 4 °C im Dun-
keln inkubiert.

Die Samen Oryza sativa L ssp. indica Kultivar CO39 wurden vom Botanischen Garten der
Universitat Karlsruhe bezogen. Sie wurden vor dem Verwenden zuerst oberflachensterilisiert.
Dazu wurden sie eine Minute mit 70% Ethanol behandelt, dreimal mit sterilem dH20 gewa-
schen, 10 Minuten mit Calcium-Hypochlorid (4%) inkubiert und nochmals dreimal mit dH20
gewaschen. Die sterilisierten Samen wurden auf Wasseragarplatten gegeben und fir min-
destens zwei Tage bei 4°C gelagert. Zur Keimung wurden die Platten bei 25°C bei Tag-
Nacht Rhythmus (16 Stunden Licht, 8 Stunden dunkel) in einem Pflanzenwachstumsschran-
kinkubiert. Die Keimlinge wurden nach 3-4 Tagen fur die Versuche verwendet.

4.2.5 Mykorrhizierung durch Glomus intraradices

Die Mykorrhizierung von M. truncatula Wurzeln, sowie von M. truncatula und S. tuberosum
hairy roots wurde wie in Kuhn et al. (2010) beschrieben mit G. intraradices DAOM 197198
durchgeflhrt.

Durch das Promotor-Reporter-Konstrukt StPT3-FT-GUS (Karandashov et al., 2004) kénnen
bei der Mykorrhizierung der in dieser Arbeit eingesetzten S. tuberosum hairy roots mykorrho-
rizierte Bereiche anhand ihrer griinen oder roten Fluoreszenz unter dem Fluoreszenzbinoku-
lar von nicht mykorrhizierten Bereichen eindeutig unterschieden werden. Mit sehr feinen
Skalpellklingen wurden Wurzelbereiche mit ausgepragter Arbuskelbildung unter dem Binoku-
lar geschnitten und die Wurzelfragmente sofort in RNA-later (Quiagen) Uberflhrt. Diese ar-
buskel-angereicherten Wurzelstlicke wurden fir die Herstellung der cDNA-Bank, die repré-
sentativ ist fir die spate symbiotische Phase, eingesetzt.

4.2.6 Quantifizierung des Mykorrhizierungsgrades

Die Quantifizierung des Level der pilzlichen Kolonisierung wurde wie in Kuhn et al. (2010)
beschrieben mit dem Programm Mycocalc (Trouvelot et al.,1986) durchgefihrt unter Ver-
wendung der Parameter: F% (Frequenz/ Dichte der Mykorrhizierung im Wurzelsystem), M%
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(Intensitat der Mykorrhizierung), A% (Abundanz der Arbuskeln), 1% (Abundanz der intraradi-
kalen Hyphen) und App% (Abundanz der Appressorien)

(http://www2.dijon.inra.fr/mychintec/Mycocalcprg/download.html).

4.2.7 Infektion von M. truncatula mit Colletotrichum trifolii

Zur Inokulation von Pflanzen mit C trifolii wurde der Pilz zunachst far 7 Tage auf M-Medium
herangezogen. M. truncatula hairy root-Linien wurden bedeck mit Cellophan auf diesen Plat-
ten platziert und fir 3 Tage bei 28 °C inkubiert. Das Experiment wurde mit drei biologischen
Replikaten fur jede Behandlung durchgefihrt.

4.2.8 Behandlung von M. truncatula Wurzeln mit Pilzextrakten

Hyphen und Sporen (ca. 1 g) von A. nidulans, M. oryzae, C. trifolii, G. intraradices und Hefe-
extrakt (500 mg) wurden in flissigen Stickstoff gemdrsert und die resultierenden Extrakte in
4 ml M Medium (Bécard. und Fortin,1988) resuspendiert. M. truncatula Keimlinge wurden in
diesen Suspensionen (oder nur M Medium) fiir 6 h bzw. 24 h inkubiert, anschlieBend in flls-
sigem Stickstoff eingefroren und die RNA flir weitere Analysen extrahiert. Flr den Extrakt
aus G. intraradices Hyphen und Sporen wurde das Experiment in vergleichbarer Weise mit
M. truncatula hairy roots wiederholt. Das Experiment wurde mit drei biologischen Replikaten
fur jede Behandlung durchgefihrt.

4.2.9 Expression of SP7 in Magnaporthe oryzae

Far die Expression von SP7 in M. oryzae wurde ein binarer Vektor konstruiert, basierend auf
dem Rickgrat von pK7RWG2,0 (Karimi et al., 2002). SP7 wurde als mRFP-Fusionsprotein
unter der Kontrolle des ToxA Promotors (lUber Hindl/Spel Klonierung; entstammend aus
pCAMGFP (Sesma und Osbourn, 2004)) exprimiert. Die BASTA-Kasette wurde mit den Pri-
mern Basta _for und XbaBasta_rev aus dem Vektor pFV9 (Villalba et al., 2008) amplifiziert
und Uber Xbal kloniert. In den resultierende Vektor pSK-Tox-mRFP wurde SP7 rekombiniert
und pSK-Tox-SP7-mRFP in den M. oryzae Stamm AS-GFP (Sesma und Osbourn, 2004)
wie in Abschnitt 4.3.7 beschrieben transformiert und selektiert.

4.2.10 In vivo Sekretionstest von Effektorproteinen

Der in vivo -Test auf Sekretion von Effektorproteinen durch M. oryzae erfolgte mit dem in Xu
et al. (1997) beschriebenen Zwiebelzellen Penetrationstest (Zwiebelhdutchen Test). Die Me-
thode wurde leicht modifiziert um an lebenden Zwiebelzellen durchgefihrt werden zu kén-
nen. Es wurde daher keine Fixierung der pflanzlichen Zellen mit Formaldehyd vorgenom-
men.

4.2.11 Infektion von Reiswurzeln durch M. oryzae

Die Infektion von Reiswurzeln wurde durchgefiihrt mit Hyphen von M. oryzae oder den SP7-
exprimierenden M. oryzae Stammen auf einer Cellophanmembran platziert auf Schragagar-
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platten mit modifiziertem Fahraeus Medium. Nach zwei Tagen wurden Keimlinge des Reis-
kultivars CO39 auf dem mit Hyphen bewachsenen Cellophan platziert und fir eine Woche
koinkubiert. Die Infektion wurde bezuglich ihrer Auswirkungen auf Wurzellange und Fort-
schritt der Nekrose mit einem Bewertungssystem von 0-100 (Abb. 4.2. ¢,d) von acht unab-
héangigen Personen, ohne Kenntnis der Identitat der Proben, beurteilt.

C Wurzellange d Nekrose
ID
100 ca. 75 ca. 50 0 ca. 50 ca. 75

4.2 Infektion von Reiswurzeln mit M. oryzae

(a) Reis Keimlinge auf dem M. oryzae Hyphenrasen auf Cellophan.

(b) Wurzelinfektion durch M. oryzae nach 10 Tagen.

(c,d) Bewertungsrichtlinien zur Beurteilung der Wurzelldnge (c) und Stérke der Nekrose (d).

4.2.12Infektion mit Reisblattern durch M. oryzae

Reisblattinfektionen wurden wie in Heupel et al. (2010) beschrieben durchgefihrt und 5 Tage
nach der Infektion dokumentiert.

4.3 Transformationssysteme

4.3.1 Transformation von Bakterien

Chemisch kompetente Zellen von E. coli wurden entweder kduflich erworben (Invitrogen,
USA) und den Anweisungen des Herstellers entsprechend mit Plasmid-DNA transformiert
oder mit der simple and efficient-Methode nach Inoue et al. (1990) selbst hergestellt. Fir die
Transformation wurden diese Zellen auf Eis aufgetaut, durch leichtes Ruhren vorsichtig mit
der Vektor-DNA vermischt und 30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte fir 1 min im
Wasserbad bei 42°C. Im Anschluss wurden 500 pl SOC-Medium dem Ansatz hinzu gegeben
und die Zellsuspension flr eine Stunde bei 37°C und 200 rpm geschittelt.

Elektrokompetente Zellen wurden nach dem Protokoll von Ausubel et al. (1999) hergestellt.
Die Transformation erfolgte unter Nutzung des Gene-Pulser Il Systems (BioRad, USA) in 2
mm Kivetten (Peglab Biotechnology, Deutschland) bei 200 Q, 25 pyF und 2,5 kV fir ca. 5
msec. Die Zellen wurden nachfolgend in 500 pl SOC Medium fiir eine Stunde bei 37°C und
200 rpm inkubiert.
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Elektrokompetente Zellen von Agrobacterium rhizogenes wurden nach Mersereau et al.
(1990) hergestellt und transformiert.

4.3.2 Transformation von Saccharomyces cerevisae

In S. cerevisae wurde Plasmid-DNA nach dem Protokoll von Gietz and Woods (2001) einge-
fuhrt. Transformierte Hefezellen wurden entsprechend ihrer Auxotrophie Marker selektiert
und Kultiviert.

4.3.3 Transformation von Aspergillus nidulans

Da die stabile Transformation von G. intraradices derzeit noch nicht méglich ist, wurde der
relativ einfach zu transformierende Ascomycet A. nidulans zur Untersuchung der Lokalisation
des potentiellen Effektorproteins SP7 von G. intraradices zur Hilfe gezogen. Hierfir wurde
der Vektor pMT-SP7ASP-sGFP mittels PEG/CaCl2-vermittelter Transformation (Yelton et al.,
1984) in den A. nidulans Stamm RMSO11 eingebracht. Die Transformanten wurden auf Mi-
nimal Medium mit KCI und p-Aminobenzoesaure (PABA) selektiert. Flr die mikroskopische
Untersuchung wurden die positiven Klone in flissigen Minimal Medium mit PABA und ent-
weder 2% Glycerol, 2% Glucose oder 2% Threonin als Kohlenstoffquelle inokuliert und UN
bei Raumtemperatur angezogen.

4.3.4 Erzeugung transgener M. truncatula Wurzeln

Far die Herstellung von hairy roots wurden Samen von M. truncatula oberflachensterilisiert
und auf Wasser-Agar zur Keimung gebracht. Die Transformation erfolgte durch den A. rhizo-
genes Stamm ARquail (Quandt et al., 1993) ausgestattet mit verschiedenen binaren Vekto-
ren nach dem Protokoll von Boisson-Dernier et al. (2001). Zur Selektion der Transformierten
Wourzeln enthielten alle binaren Vektoren im Bereich ihrer T-DNA sowohl die RedRood-
Kassette zur konstitutiven Expression von DsRED1, als auch ein Resistenzgen gegen Ka-
namycin. Unter dem Fluoreszenzbinokular wurden die neu gebildeten Wurzeln auf die Ex-
pression von DSRED1 untersucht, welche sich in einer deutlich sichtbaren roten Fluoreszenz
der Wurzeln &uBerte. Rot fluoreszierende Wurzeln wurden mit dem Skalpell isoliert und auf
M Medium mit 25 pg/ml Kanamycin und Augmentin weiterkultiviert. Die Konzentration des
Augmentins im Medium wurde hierbei von urspriinglich 400 pg/ml bei jedem umsetzten der
Wurzeln um 100 pg/ml reduziert.

4.3.5 RNAi und Uberexpression von MtERF19 in transgenen M. truncatula
Wurzeln

Fir das MtERF19 RNAi-Konstrukt wurde der bindre GATEWAY Vektor pK7GWIWG2D(Il)
(Karimi et al., 2002) zur Expression von hairpin -RNA unter der Kontrolle des BMV 35s Pro-
motors eingesetzt. Von MERF19 wurde mit den Primern RNAi_MtERF19_F1 und
RNAi_MtERF19_R1 die Region -38 bp bis +196 bp (bezlglich des ATG) aus gDNA ampilifi-
ziert. Das Konstrukt wurde durch ATMT in M. truncatula exprimiert.
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Die Uberexpression von MtERF19 wurde mit dem Konstrukt pCGFPRedRoot ausgefiihrt.
Dafur wurde das vollstdndige ORF von MtERF19 mit den Primern entr_ MtERF19full und
entr_MtERF19_R1 ampilifiziert und unter der Kontrolle des BMV 35s Promotors mittels ATMT
in M. truncatula exprimiert.

4.3.6 Transformation von N. benthamiana

Die transiente Transformation von N. bethamiana Blattern wurde mittels A. tumefaciens nach
dem Protokoll von Voinnet et al. (2003) durchgefihrt.Fur in planta Lokalisationsstudien wur-
den die zu testenden Konstrukte im Vektor pCGFP-Redroot in den A. tumefaciens Stamm
GV3101/pMP90 transformiert. Zur Transformation der Tabakblatter wurde eine Zellsuspensi-
on dieses Agrobakterienstammes im Verhaltnis 1:1 mit Suspensionen des Stammes K5A018
gemischt. Letzterer exprimiert das p19 Protein aus dem tomato bushy stunt virus zur Unter-
driickung von Wirts induziertem Gene Silencing (Wei-xian et al., 2008).Transformiert wurden
mindestens je 2 Blatter von 4-6 Wochen alten Tabakpflanzen mit gesundem Aussehen und
ohne Lé&sionen. Zur Vorbereitung auf die Transformation wurden die Pflanzen ca. 1 Stunde
vor Beginn der vakuum-basierenden Infiltration (Abb. 4.3 a) sehr gut gewassert. Die Misch-
suspension der beiden Agrobakterien Stamme wurde nach einer 2-4 stiindigen Inkubations-
zeit auf Eis mit Hilfe einer 1 ml Spritze ohne Nadel direkt in die Unterseite der Blatter infil-
triert, woraufhin sie sich in den Intrazellularrdumen des Blattes ausbreitete. Nach 3 Tagen
bei Raumtemperatur wurden die Pflanzen mikroskopisch untersucht. Hierfir wurden entwe-
der kleine Blattstlicke oder nur die abgepeelte Blattepidermis auf einem Objekttrager mit
Wasser platziert oder und unter dem Licht- und Konfokalmikroskop untersucht.

Keine Interaktion Interaktion \/

4.3 Bimolekularen Fluoreszenzkomplementation in N. benthamiana

(a) Transiente Transformation von N. benthamiana durch Infiltration einer Agrobakterien Suspension in die Blatt-
unterseite der Pflanze

(b) Das Prinzip der bimolekularen Fluoreszenzkomplementation: Die beiden YFP-Fragmente kénnen nur dann
einen funktionsfahigen Fluorophor bilden, wenn ihre jeweiligen Fusionsproteine miteinander interagieren. Ist dies
der Fall ist ein deutliches YFP-Signal zu detektieren.

40



4 Methoden

Auch fir die Untersuchung von Protein-Protein Interaktionen in planta mittels Bimolekularer
Fluoreszenz Komplementation (BiFC) (Abb.4.3 b) wurden Tabakblatter mit A. tumefaciens
GV3101/pMP90 bzw. K5A018 transformiert. Die Transformation wurde wie in Schiitze et al.
(2009) beschrieben mit einem Verhaltnis der Agobakteriensuspensionen von 1:1:1.

4.3.7 Protoplastentransformation von Magnaporthe oryzae

Die Transformation des M. oryzae Stamms ASGFP (Guy11-GFP) mit dem Vektor pSK-Tox-
SP7-mRFP erfolgte mittels Protoplastentransformation. 100 ml flissiges CM Medium wurden
mit ca. 10 Stlckchen des Myzels des entsprechenden Stammes beimpft und Uber 48h bei
26°C langsam schitteln im Dunkeln inkubiert. Das Pilzmaterial dieser Vorkultur wurde durch
filtern gesammelt, mit dem Skalpell zerkleinert um schlieBlich 50 ml Flissigmedium mit Hy-
phen inokulieren zu kénnen. Diese Kultur wurde UN, aber maximal fiir 16 h bei 26 °C unter
leichtem Schutteln und lichtgeschitzt angezogen. Zur Protoplastierung wurde das Myzel
durch Abfiltration des Kulturmediums durch Miracloth wieder gewonnen, mit 200 ml Wasch-
l6sung Gbergossen und schlieBlich mit einem Spatel eingesammelt. In jeweils 4 Ansatzen
wurden 0,5 g Myzel auf Eis mit 10 ml Osmotischen Medium mit Glucanex versetzt. Nach 1 h
leichtem schutteln (110 rpm) bei 26 °C wurde die Protoplastenbildung unter dem Mikroskop
Uberprift, die nach 3 h unter den oben beschriebenen Bedingungen abgeschlossen sein
sollte. Die eigentliche Transformation erfolgte nach dem in Villalba et al. (2008) beschriebe-
nen Protokoll. Die Selektion der Transformanten auf Sweigard-Basta-Platten mit TB3-sw-
Top-Agar durchgeflhrt und durch wiederholtes Uberimpfen der gewachsen Klone auf Swei-
gard-Basta und CM-Medium Platten Uberprift. Die verbleibenden Klone wurden durch
Southern Blot Analyse verifiziert und flr weitere Versuche eingesetzt.

4.4 Molekularbiologische Methoden

4.4.1 Isolation genomischer DNA

Zur Praparation von genomischer DNA aus Hefe wurden zwei groBe Kolonien einer Hefekul-
tur in 200yl DEPC-Wasser Ubertragen und durch Zentrifugation bei 7000 g fir 1 min sedi-
mentiert. Das Pellet wurde in 500ul GlucanX-Lésung (120mg/ml GlucanX, 60mg/ml BSA) 1
Stunde bei 30°C verdaut und anschlieBend, zur Entfernung der GlucanX-Lésung, erneut bei
700 g zentrifugiert. Die Extraktion der DNA erfolgt durch Zugabe von 300ul Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1). Hierzu wurde der Ansatz fiir 2 min gevortext und nach-
folgend fiir 5 min bei 13 000 rpm zentrifugiert. Mit dem resultierenden Uberstand wurde der
Extraktionsschritt wiederholt. Die DNA wurde geféllt und das getrocknete Pellet in 50-100pl
DEPC-Wasser resuspendiert.

Far die Isolation von gDNA aus M. oryzae wurden die Pilzstdmme in 15 ml CM Medium in-
okuliert und fur 2 Tage bei 27 °C inkubiert. Das gewachsene Myzel wurde dann mit H,O ge-
waschen und in flissigem Stickstoff aufgeschlossen. Zur Extraktion wurden 750 pl Extrakti-
onspuffer zu pipettiert und der Ansatz fir 30 min bei 68 °C inkubiert. Nach Zugabe von 375
pl 5M Kalium-Acetats und einer Inkubation von 30 min auf Eis wurden die Zelltrimmer durch
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Zentrifugation fir 20 min bei 13 000 rpm abgetrennt. Die im Uberstand befindliche gDNA
wurde mit 800 pl Isopropanol fir 10 min bei RT geféllt und bei 13 000 rpm fir 10 min pelle-
tiert. Das Pellet wurde mit 500 pl 70 % Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 50 pl TE-
Puffer resuspendiert. Zur Entfernung von RNA-Resten wurde ein RNAse Verdau fir 1 h bei
37 °C durchgefihrt.

Die gDNA aus G. intraradices Sporen und allen Pflanzenproben wurde nach Homogenisie-
rung in flissigen Stickstoff mit dem DNeasy Plant Mini Kit (Quiagen, Deutschland) nach dem
Protokoll des Herstellers isoliert.

Zur Uberpriifung der Qualitat der DNA wurden von allen DNA-Proben je 2 pl auf ein 0,8 % Agaro-
segel geladen und im UV-Licht visualisiert.

4.4.2 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coliund S. cerevisae

Plasmid-DNA von E. coli wurde aus 3 ml UN-Kultur nach der Methode der Alkalischen Lyse
(Sambrook et al., 1989) gewonnen und in 50 ul TE-Puffer oder ddH,O resuspendiert. Bei
Anwendungen die eine héhere Konzentration und Reinheit der Plasmid-DNA erforderten,
wurde das NucleoBond PC 100 Plasmid-DNA Purifikations Kit (Macherey-Nagel, Deutsch-
land) entsprechend der Angaben des Herstellers eingesetzt.

Zur Isolation der Plasmid-DNA aus Hefezellen wurden 3 ml des entsprechenden Selektions-
mediums mit einer Kolonie des Hefeklons beimpft und fir 2 Tage bei 30°C und 220rpm kulti-
viert. Durch Zentrifugation bei 13 000 rpm fir 1 min wurden die Zellen geerntet. Zur Lyse der
Zellwand wurden die Zellen in 500l GlucanX-Lésung (120mg/ml GlucanX, 60mg/ml BSA)
resuspendiert und fur eine Stunde bei 30°C verdaut. Die hieraus resultierenden Protoplasten
wurden pelletiert, in 500ul der Lésung | flr Plasmidpréparationen von E.coli resuspendiert
und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zusatz von 50ul einer 10% (w/v) SDS-
Lésung wurde der Ansatz fir 30 min auf 68°C gestellt. Zu den lysierten Zellen wurde darauf-
hin 200ul 5M Kalium-Acetat (pH 4,8) gegeben, der Ansatz durch Invertieren gemischt und fir
eine Stunde auf Eis gelagert. Um das Kalium-SDS Prézipitat aus dem Ansatz zu entfernen,
wird dieser zweimal 5min bei 13 300 rpm zentrifugiert und der Uberstand jeweils in ein neues
ReaktionsgefaB (berfiihrt. Aus dem Uberstand kann durch Zugabe von 750l Isopropanol
die DNA durch Zentrifugation fir 10 min bei 13 300 rpm gefallt werden. Das Pellet wurde mit
500ul70% (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und in 30ul H.O geldst.

Da Hefezellen Plasmide nur in begrenzter Zahl enthalten wurden 5ul der Plasmidpréparation
in elektrokompetente E. coli-Zellen transformiert von wo sie zur ldentifizierung in grdBerer
Menge isoliert werden konnten. Hierbei sollten mindestens 3 der gewachsenen Kolonien zur
Untersuchung ihrer Plasmide herangezogen werden, da Hefezellen bei der Transformation
einer cDNA-Bank auch in der Lage sind mehrere verschiedene Plasmide aufzunehmen.
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4.4.3 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die Bestimmung der Konzentration und Reinheit der DNA und RNA Proben erfolgte durch
spektrophotometrische Messung der Absorption bei 260 und 280 nm mit dem NanoDrop-100
Spektrophotometers (Thermo Fisher Scientific, USA).

4.4.4 Agarose-Gelektrophorese

Zur Uberpriifung der Qualitdt von Nukleinsdure-Préaparationen sowie zur Bestimmung von
DNA-Fragment GréBen wurden DNA sowie RNA-Fragmente in einer Agarose-
Gelelektrophorese Uberprift. In Abhéangigkeit von der FragmentgréBe wurde 0,8 — 2% (w/v)
Agarose (Peqglab, Deutschland) in 0,5X TAE Puffer durch aufkochen geldst. Die DNA Proben
wurden vor dem Beladen der auspolymerisierten Gele mit 6x Ladepuffer versetzt. Der Gellauf
erfolgte in 0,5X TAE Puffer im Mupid-ex U Elektrophorese System (Eurogentec, Belgien) bei ei-
ner Spannung von 50 — 135 V. Als GréBenstandard fir DNA-Proben wurden 5ul des 2log Mar-
kers in einer Konzentration von 0,1 pg/ul (New England Biolabs, UK) parallel aufgetragen. Im
Anschluss wurde das Gel in 0,5X TAE Puffer mit Ethidiumbromid gefarbt und die Banden im UV
Licht der Quantum Geldokumentationsstation (Peglab, Deutschland) visualisiert.

4.4.5 Isolation von DNA aus Agarosegelen

Um die im Agarosegel aufgetrennte DNA wiederzuerlangen wurden die spezifischen Banden
mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Die eigentliche Extraktion erfolgte mittels
der ,freeze-squeeze“-Methode nach Thuring et al. (1975) oder mit dem ZymocleanTM Gel DNA
Recovery Kit (Zymo Research Corp., USA) nach dem Protokoll des Herstellers.

4.4.6 Restriktionsverdau von DNA

Im Standard Restriktionsansatz wurden 1ug DNA mit 1 Unit Restriktionsendonuklease (New
England Biolabs, UK oder Fermentas, Canada) in einem Volumen von 10 ul verdaut. Die Reak-
tion erfolgte fir 1-2 Stunden bei der fir das jeweilige Enzym optimalen Temperatur. Bei Be-
darf wurde das Enzym im Anschluss bei 68°C fir 20 min Hitze inaktiviert.

In praparativen Verdauansatzen zur Weiterverwendung fir Klonierungen wurden 10 upg DNA
mit 10 Units der Restriktionsendonuclease fiir mindestens 2 Stunden geschnitten. Bei Frag-
menten die durch den Verdau mit nur einem Restriktionsenzym erzeugt wurden, erfolgte
dem Verdau nachfolgend eine Inkubation des Ansatzes mit 1 ul shrimp alkaline phosphatase
(Fermentas, Kanada). Dieses Enzym fuhrte wéhrend einer einstiindigen Inkubationszeit bei
37°C zur Dephosphorylierung der DNA-Enden, womit eine Religation unterbunden wurde.
Die linearisierten DNA Fragmente wurden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt.

4.4.7 Ligation von DNA-Fragmenten mittels T4 DNA Ligase

Ligationen wurden standardm&Big in einem Volumen von 20ul angesetzt. Der linearisierten
Vektor- und Insert-DNA (1:3) wurde 1pl T4-Ligase (New England Biolabs, UK) sowie 10x Re-
aktionspuffer zugegeben und der Mix tber Nacht bei 16 °C gehalten. Bei blunt-end Ligatio-
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nen wurden Plasmid und/oder Insert DNA fir 15 min bei 37 °C mit 0,5 pl Exo-Klenow Frag-
ment (Fermentas, Kanada) und 0,5 pul dNTPs (25 mM) inkubiert (Auffullreaktion). Die Reakti-
on wurde gestoppt durch 10 mindtiges Erhitzen bei 72 °C. Im Anschluss erfolgte die Ligation
wie oben beschrieben.

4.4.8 Klonierung von PCR Fragmenten in pCR2.1/TOPO

Die Klonierung von PCR Produkte mit 3‘A-Uberhéngen erfolgte wie im Handbuch des TOPO
T/A Cloning® Kit PCR (Invitrogen, USA) beschrieben. Allerdings wurden jeweils nur 0,5 pl
Vektor fUr eine Reaktion eingesetzt und die Inkubationszeit auf 30 min verlédngert. Bei blunt-
end PCR-Produkten wurden nach der eigentlichen PCR-Reaktion 3 A-Uberhdnge erzeugt.
Hierzu wurden 0,25 pl Tag Polymerase dem Ansatz zugegeben und ein weiterer Elongati-
onsschritt von 10 min bei 72°C durchgefihrt.

4.4.9 Direktionales Klonen von PCR Fragmenten in pENTRD-/TOPO

Die Reaktion wurde wie in den Anweisungen des Herstellers beschrieben mit blunt-end PCR
Fragmenten angesetzt. Es wurde anstelle von 1 ul des Vektors allerdings nur 0,5 pl einge-
setzt und die Inkubationszeit wurde auf 30 min ausgeweitet.

4.4.10 LR Rekombination zwischen Entry-Klon und Destination Vektor

L/R Rekombinationen wurden mit dem Gateway® LR Clonase® Il Enzyme Mix entsprechend
der Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt.

4.4.11Fallung von DNA

Die Fallung von DNA wurde durch Ethanol Prazipitation fir 30 min bei -80 °C durchgefiihrt.
Hierzu wurden zur DNA in dH.O 1/10 Volumeneinheiten 3 M Natrium Acetates (pH 4,9) und 2,5
Volumeneinheiten 100% Ethanols pipettiert. Diese wurde im Anschluss durch einen Zentrifugati-
onsschritt von 30 min bei 13000 rpm und 4°C pelletiert, mit 70 % Ethanol gewaschen, luftge-
trocknet und in ddH20 resuspendiert.

4.4.12 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Standard PCR-Reaktionen wurden in einem Ansatz von 25 pl mit der Tag-DNA Polymerase
von Thermus aquaticus in 0,2 ml ReaktionsgefaBen durchgefiihrt. Eingesetzt wurden je 1 pl
DNA (gDNA oder cDNA, bzw. eine 1:100 bis 1:1000 Verdinnung (1 — 10 ng/ul) von Plasmid
DNA), 2 ul dNTPs (2,5 mM), 1 pl MgCI2 (25 mM), je 1 pl Vorwarts- und Rickwartsprimer (10
uM), 2,5 yl 10x PCR-Puffer, 0,5 pl Polymerase sowie 16 pul DEPC- Wasser. Die Amplifikation
erfolgte nach folgendem Schema bei einer AmplikongréBe von bis zu 1 kb im Tpersonal
Thermocycler (Biometra, Deutschland). Die Annealingtemperatur (T,) der Primer wurde ent-
sprechend der Berechnungen von Eurofins MWG Operon (Deutschland) festgesetzt. Bei
PCR-Reaktionen mit unspezifischen Uberhangen in den Primer Sequenzen wurden die ers-
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ten 5 Zyklen bei einer niedrigeren T, vollzogen, um das Binden der Primer dennoch gewahr-
leisten zu kdnnen.

Bei Standard Anwendungen wurden folgende Reaktionsbedingungen verwendet:
5 min bei 94 °C flr

30 sec bei 94°C

30 sec bei der Tmder Primer

1 min je kb Lange bei 72°C

10 min bei 72°C

Schritt 2-4 wurden ja nach Anwendungen 25-35 mal wiederholt.

Fir PCR-Produkte die in Klonierungsreaktionen weiter verwendet werden sollten wurden
Polymerasen mit Korrekturlese-Funktion wie die Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
(Finnzymes QY, Finnland) und die Pfu Polymerase (Fermentas, Kanada) entsprechend der
Anweisungen der Hersteller eingesetzt.

4.4.13Colony-PCR zur Selektion von positiven Transformanten

Zur Selektion von erfolgreich transformierten A. rhizogenes und A. tumefaciens Klonen wur-
den Einzelkolonien in 15 pl dH,O aufgenommen und durch 10 mindtiges Erhitzen bei 95°C
aufgeschlossen. Die Zellsuspension wurde daraufhin fir 1 min bei maximaler Geschwindig-
keit zentrifugiert. 2 ul des Uberstandes wurden als Template in einer Standard PCR Reaktion
(mit Plasmid spezifischen Primern) eingesetzt. Klone die das gewtnschte Amplikon zeigten
konnten zur Herstellung von hairy roots) verwendet werden.

4.4.14Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)

Zur Erlangung der vollstandigen 3’ cDNA Enden partieller cDNA Sequenzen wurde eine
RACE-PCR auf cDNA die mittels des GeneRacer™ Kit (Invitrogen) entsprechend den An-
weisungen des Herstellers angefertigt worden war. Fir die RACE-PCR zur Generierung der
vollstandien 3' Enden der cDNA wurden der GeneRacer™ 3’ Primer (R1) sowie ein vorwarts
orientierter Genspezifischer Primer (F1) eingesetzt und eine Touchdown-PCR mit den fol-
genden Parametern durchgefihrt:

2 min bei 94 °C flr

30 sec bei 94°C

1 min je kb Lange bei 72°C
30 sec bei 94°C

1 min je kb Lange bei 70°C
30 sec bei 94°C

30 sec 60-65

1 min je kb Lange bei 68°C
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10 min bei 68°C

Schritt 2-3 sowie 4-5 wurden je 5 Zyklen wiederholt, Schritt 6-8 wurden fir 25 Zyklen wieder-
holt.

Diese erste PCR wurde dann als Template fir eine zweite nested PCR eingesetzt mit dem
GeneRacer™ 3’ Nested Primer und einem zweiten Gen spezifischen vorwartsgerichteten
Primer nach dem Standardprotokoll.

4.4.15 Isolation der Gesamt-RNA aus Pilz- und Pflanzenmaterial

Fir die Gewinnung der gesamten RNA aus Pflanzenproben wurde jeweils maximal 100g
frisches Ausgangsmaterial in fliussigem Stickstoff schockgefroren und entweder mit Mérser
und Pistill oder mit der Schwingmihle MM200 und 5mm Stahlkligelchen aufgeschlossen Die
eigentliche Isolation der pflanzlichen RNA wurde mit dem innuPREP Plant RNA Kit (Analytik
Jena, Deutschland) entsprechend den Anweisungen des Herstellers durchgefuhrt. Nach der
Elution in 30 pul RNAse freiem H,O wurden 0,3 pl RNAse Out (Invitrogen, USA) zum Schutz
der RNA-Proben vor RNasen zugegeben.

Bei pilzlichen, sowie RNAlater konservierten Pflanzenproben wurde die Trizol®Reagenz (In-
vitrogen, USA) zur Isolation der Gesamt-RNA eingesetzt. Maximal 100 mg des aufgeschlosse-
nen Materials wurden mit 1ml des Trizol®Reagenz durch vortexen vermischt. Nach abzentri-
fugieren der Zelltrimmer bei 13 000 rpm und 4°C fiir 10 min wurde der Uberstand fiir 5 min
bei RT inkubiert. Zu den Proben wurden 200 ul Chloroform zugegeben, durch vortexen fir 15
s gut vermischt und fir 3 min bei RT belassen. Nach 15 min zentrifugieren bei 13 000 rpm
und 4 °C zeigten sich zwei Phasen von welchen die wéssrige obere Phase abgenommen
und in ein neues ReaktionsgefaB Uberfihrt wurde. Dort erfolgte die Fallung der RNA durch
Zugabe von 500 pl Isopropanol und Zentrifugation bei 13 000 rpm und 4°C fir 10 min. Das
Pellet wurde mit 1 ml kalten 70% Ethanol gewaschen, kurz in der Speed-vac getrocknet und
sogleich in 50ul DEPC-Wasser, das mit 0,5yl des RNAse-Inhibitors RNaseOUT versetzt
wurde, resuspendiert.

Bei Hyphen von G. intraradices wurde das Probenmaterial direkt in der Trizol®Reagenz ge-
morsert und im Anschluss die sich im Mérser befindende Flissigkeit auf 2-3 Reaktionsgefa-
Be aufgeteilt, die dann wie oben beschrieben zentrifugiert wurden.

4.4.16 cDNA-Synthese
* cDNA-Synthese fiir RT-real-time PCR

Im Vorfeld der cDNA-Synthese wurde 1 ug RNA, entsprechend der Empfehlungen des Her-
stellers, mit DNAsel (Invitrogen, USA) behandelt. Der vollstdndige Abbau der DNA in den
RNA-Proben wurde tberprift durch eine Test-PCR auf die Haushaltsgene, die in der spate-
ren real -time PCR als Referenzgene eingesetzt wurden.

Bei vollstandigem Verdau aller DNA-Kontaminationen in den RNA—-Proben wurde durch Zu-
gabe von 1 pl Oligo(dt)-Primer (Invitrogen, USA) und 1 pl 10 mM dNTPs die Erststrang-
cDNA Synthese durch das Binden der Primer bei 65°C fir 5 min eingeleitet. Die eigentliche
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Synthese wurde durch das Zugeben von 1 pl SuperScriptlITM Reverse transciptase im Mas-
termix mit 1yl RNase OUT, ()mm DTT und 4l 5x Puffer (alles von Invitrogen, USA) bei 42°C
fur eine Stunde vollzogen und bei 70°C fir 10 min beendet.

* SMART-cDNA Erstrang-Synthese zur Erstellung von cDNA-Banken

Vor Einsatz in der Erststrangsynthese wurde die DNA-freie RNA mit dem RNeasy Plant Mini
Kit von Qiagen nach dem Protokoll ,RNA Cleanup® aufgereinigt. und in 35ul RNase freiem
Wasser eluiert. Dieser RNA-Mix wurde in der Vakuumzentrifuge auf ein Volumen von ca. 10
pl eingedampft und dadurch aufkonzentriert.

Fir die Erststrangsynthese wurden die Komponenten des Clontech Matchmaker™ Library
Construction & Screening Kits sowie die Reverse Transkriptase SuperScript Il und deren 5x
Erststrang-Puffer von Invitrogen benutzt. Die cDNA-Synthese erfolgte nach dem Protokoll
des Herstellers des SMART-cDNA- Synthese Kits (Clontech) mit den Primer SMARTIII und
dem Hexermerprimer CDSIII/6 (Abb. 4.4). Die Verwendung dieses Random Primers ist es-
sentiell fir den spateren Einsatz der cDNA im YSST, fir welchen cDNAs ohne Stopp-Codon
aber mit vollstandigem 5° —Sequenz bendtigt werden. Der Meschanismus hinter der SMART-
Technologie ist in Abb.4.4 dargestellt. Die Erststrang-cDNA wurde in 40ul TE-Puffer und
entweder sofort fir die LD-PCR eingesetzt oder bei -20°C fur maximal drei Monat gelagert.

SMART cDNA Synthese
Ausgangsmaterial 5
SMART
ol i a1
PR
adaptor di& w

" IJ '

I I
Erststrang- dc
cDNA Synthese CDS Il Primer
Synthese des Komple- v
mentér-stranges — —

LD-PCR

v Amplifikation

4.4 cDNA Synthese mit dem SMART-CDSIII-System

Ein modifizierter Oligo-dT- oder Hexamer-Primer (CDS IIl Primer) Ubernimmt die Erststrangsynthese der cDNA.
Der SMART-Oligo dient hierbei als Template am 5-Ende der mRNA. Erreicht die Reverse Transkriptase (RT) das
5’ Ende vermittelt die Terminale-Tranferase-Aktivitdt den Anbau einiger Desoxycytidin-Nukleotide. An diese bin-
det der SMART-OQligo, der eine Oligo-G-Sequenz an seinem 3’ Ende enthalt, und somit ein verldngertes Template
fir die RT bildet. Die resultierende Einzelstrang cDNA enthalt nun das komplette 5° Ende der mRNA, sowie die
Komplementarsequenz zum SMART-Oligo, die in der folgenden PCR Amplifikation als universelle Primerbinde-
stelle dient.
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» Long-Distance PCR zur Amplifikation von cDNA

Da aus vielen Geweben von G. intraradices nur relativ wenig RNA gewonnen werden konn-
te, wurde das gesamte Material durch eine LD-PCR amplifiziert. Besonders Populationen
von cDNA, die in der Erststrang cDNA eher selten vorkommen erhalten dadurch eine héhere
Chance in der cDNA-Bank vertreten zu sein. Damit die cDNA-Bank dennoch die natlrliche
Verteilung der RNAs widerspiegelt, wurde die optimale Zyklenzahl ausgetestet werden. Fir
die Long-Distance PCR werden Komponenten des Advantage 2 PCR System von Clontech
verwendet. Da ein Ansatz benétigt wird um die optimale Zyklenzahl fir die Probe zu bestim-
men, wurden jeweils mindestens zwei Anséatze zu je 100 pl mit folgenden Kompetenten pi-
pettiert:

» 10ul Erststrang-cDNA vermischt mit TE-Puffer
« 62ul DEPC-Wasser

*10ul 10x Advantage 2 PCR Buffer

« 8ul dNTPs (2,5mM)

e 4ul 5 PCR Primer

e 4ul 3’ PCR Primer

« 2ul 50x Advantage 2 Polymerase Mix

Die PCR wurde in einem Thermocycler nach folgendem Schema durchgeflhrt:

1 min bei 95 °C

15 sec bei 95 °C

6 min + (x -1) * 5 sec bei 68°C

10 min bei 68°C

Mit zyklischer Wiederholung von Schritt 2-3 wie nachfolgend beschrieben.

Nach 15 Zyklen wurden aus einem Ansatz alle drei Zyklen 15pl Aliquots entnommen, wah-
rend die anderen PCR Ansétze auf Eis gehalten wurden, um spater mit der bestimmten, op-
timalen Zyklenzahl vervollstandigt zu werden. Die enthommenen Aliquots werden zur Analy-
se auf ein 1,1% Agarosegel geladen. Bei optimaler Zyklenzahl liegt die Amplifikation noch im
exponentiellen Bereich, die GroBe der cDNAs nimmt aber nicht mehr signifikant zu.

4.4.17 Real Time quantitative PCR

Zur Analyse der Expressionslevel von Genen wurde die Methode der quantitativen Real-
Time PCR angewendet. Die Reaktion erfolgte im iCycler MylQ (Biorad, USA unter Verwen-
dung des MESA GREEN gPCR MasterMix Plus (Eurogentec, Belgien) mit einer Primerkon-
zentration von 0,2 pmol/ul in 25 pl Ansatzen. Als Template wurden 1:5 Verdinnungen von
Einzelstrang cDNA. Die Primer fir die gPCR wurden mit der Primer3 Software erstellt und
auf optimalen Annealing Temperaturen getestet. Die Parameter fir den PCR-Lauf wurden
nach folgendem Schema festgesetzt.
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95°C fir 3 min

95 °C fur 30 sec

56 °C fur 30 sec

72 °C fur 30 sec

95 °C fir 1 min

57 °C fir 1 min

57-95 °C fir 10 sec

Die Schritte 2-4 wurden fur 40 Zyklen wiederholt.

Am Ende jeder gPCR wurde durch ein langsames Ansteigen der Blocktemperatur von 57-95 °C
eine Schmelzkurvenanalyse zum Test auf unspezifische PCR-Produkte und Primerdimere durch-
gefuhrt. Die real-time Reaktionen wurde rutinemaBig in 3 biologischen sowie drei technischen

Replikaten angesetzt. Die Kalkulation der relativen Expression erfolgte durch Normalisierung der
Ct-Werte (threshold cycle) der entsprechenden Zielgene gegen die Ct-Werte eine Haushaltsgens.

Relative EXpreSSion = ZCtHousekeep'\ng Gene—CtTarget Gene

Far M. truncatula, O. sativa und G. intraradices wurde der Elongationsfaktor alpha 1 (TEF) als
Haushaltgen gewahlt.

Die Induktion wurde mit dervergleichenden Ct —Methode entsprechend Livak et al. (2001) be-
rechnet:

Induktion = 2-aact AACt = ACt Gen1— ACtGen
ACtgen = Ctgen— CtHaushaItsgen

Biologische Relevanz wurde ab einem mindestens zweifachen Wechsel der Induktion erreicht.
Fehler wurde als Standardabweichung kalkuliert.

4.4.18 Southern Blot Analyse

Die Southern Blot Analyse wurde nach dem DIG Application Manual for Filter Hybridization
(Roche Diagnostics GmbH, Germany) durchgefiihrt. Die Sonden wurden mit dem PCR DIG
Probe Synthesis Kit (Roche Diagnostics GmbH, Germany) mit Genspezifischen Primern her-
gestellt.

4.5 Screen von cDNA Banken

4.5.1 Die Yeast-Signal-Sequence-Trap (YSST) Methode

Der Yeast Signal Sequence Trap stellte eine sehr rafinierte Methode zur systematischen
Suche nach Genen, die fUr sekretierte Proteine codieren. Eine effektive Methode zur Aufde-
ckung von Signalsequenzen wurde erstmals 1993 von Tashiro et al. beschrieben, sowie eine
ahnliche, aber effizientere Methode von Klein et al (1996) und Jacobs et al. (1997).

Die YSST Methode (Abbfundiert auf einem Enzym der Hefe: Die vom suc2 Gen codierte In-
vertase katalysiert den Abbau von Saccharose zu Glucose und Fructose im Periplasmati-
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schen Raum. Eine Deletion von suc2 sowie eine Mutation in der Signalsequenz der Inverta-
se resultieren in der Unfahigkeit der Hefemutanten auf einem Medium mit Saccharose als
alleiniger Kohlenstoffquelle zu wachsen. Die in dieser Arbeit eingesetzten Vektoren flihren zu
einer Sekretion der Invertase in den periplasmatischen Raum dieser Hefemutanten. Nur
wenn cDNA-Fragmente mit Signalpeptid im Leseraster vor das suc2 Gen, dessen eigenes
Signalpeptid deletiert wurde, inserieren, kénnen die Hefemutanten auf einem Saccharose
Medium wachsen und auf diese Weise leicht selektiert werden (Abb. 4.5). Durch Sequenzie-
rung der klonierten cDNA-Fragmente kénnen somit sekretierte Proteine elegant identifiziert
werden. Flr diesen Screen nach sekretieren Proteinen wurde die in Lee et al. (2006) be-
schriebene Methode modifiziert und fur AM-symbiontisches Material optimiert. In die drei
Vektoren des Vektorensystem p-YSTO0-2 von Lee et al. wurde Uber einen EcoRl und Xhol-
Verdau jeweils die multiple cloning side aus pGADT7Rec eingeflihrt, resultierend in den Vek-
toren pSK-HR-YSTO0-2. Diese einklonierte Kassette enthalt homologe Bereiche zu den Pri-
mern des SMART-cDNA-Synthese Kits (Clontech). Uber solche homologen Sequenzen be-
steht in Hefe die Mdglichkeit der direkten in vivo Klonierung der mit SMART-Primern gene-
rierten cDNA durch Homologe Rekombination (Abb. 4.6). Hierfir wurden die Vektoren mit
Smal linearisiert und mit den entsprechenden cDNA-Banken in den Hefestamm Y12321
nach dem Protokoll von Gietz and Woods (2001) kotransformiert.

— PADH1 cDNA Bank suc2 ohne SP TADH

cDNA- suc2- Fusions Proteine

Saccharose Medium

cDNA suc2ohne SP - cDNA suc2ohne SP

4.5 Schematische Darstellung der Yeast Signal Sequenz Trap Methode

Hefekolonien des im Sceen verwendeten Stamms kdnnen nur auf Saccharose Medium wachsen, wenn sie in der
Lage sind das Enzym Invertase (codiert von dem Gen suc2) zu sekretieren. Dies ist nur der Fall, wenn eine cDNA
mit Signalpeptid (SP) aus einer der AM cDNA-Banken das im SP deletierte suc2 komplementieren kann.
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Erststrang-Synthese
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4.6 cDNA-Synthese zur in vivo Klonierung mittels Homologer Rekombination
Zur Integration der cDNA Bank in das YSST-Vektorsystem werden fiir die Erststrangsynthese durch die reverse
Transkriptase die Primer SMARTIII und CDSIII/6 verwendet, die die cDNA Bank mit zu den Vektoren homologen
Adaptern ausstatten. Durch die LD-PCR wird die cDNA nicht nur amplifiziert, sondern auch der homologe Bereich

ausgedehnt. Bei einer Kotransformation der so generierten cDNA-Bank und der linearisierten Vektoren kann
direkt in der Hefe die Integration der cDNA-Fragmente Gber Homologe Rekombination erfolgen.

4.5.2 Yeast-two Hybrid Analyse (Y2H)

Der Y2H-Screen wurde entsprechend der Anweisungen des Matchmaker™ Library
Construction & Screening Kit von Clontech durchgefihrt. Dabei wurde SP7 ohne Signalpep-
tid (SP7ASP) als Bait Protein eingesetzt und gegen eine cDNA-Bank aus mit G. intraradices
mykorrhizierten M. truncatula Wurzeln (Diplomarbeit Torsten Klug) getestet. SP7ASP wurde
zu diesem Zwecke mit den Primern Bait._ SP7F1_Ncol und Bait_Rev_cds_EcoRI amplifiziert
und Uber einen Ncol und EcoRI — Verdau in den Vektor pGBKT?7 integriert.

4.5.3 Der X-a- Galactosidase -Test

Der X-a-Gal-Test zur Quantifizierung der Interaktionsstarke wurde wie im Xa-Gal Protocol —
at —a-Glan ce (PT3353-2) von Clontech durchgefihrt.

4.5.4 3-AT Test

Um zu vermeiden, dass Bait-Stdmme auch ohne Interaktionspartner wachsen kénnen, muss
das Bait-Protein auf seine Transkriptionsaktivierungsfahigkeit getestet werden testen. Besitz
das Bait-Protein Transkriptionsaktivierungsfunktion kann es die Transkription des Reporter-
gens HIS3 anschalten ohne zuvor mit einem Prey-Protein zu interagieren. Dies hat zu Folge,
dass der Bait-Stamm auch ohne Interaktionspartner auf dem Selektionsmedium wachsen
kann. Um dies zu vermeiden, setzt man dem Selektionsmedium 3-AT zu. Diese Substanz
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inhibiert kompetitiv das HIS3 Protein, so dass die Hefe nichtmehr wachsen kann. Allerdings
sollten nur ganz geringe Menge des Inhibitors zugesetzt werden, damit die HIS3-Aktivitat, die
durch eine tatsachliche Interaktion zu Stande kommt, nicht vollstdndig gehemmt wird und
tatsachlich positive Klone nicht mehr wachsen kénnen. Daher muss die geeignete 3-AT-
Konzentration flr jedes Bait neu bestimmt werden. Dazu wird das Bait-Plasmid in den Hefe-
stamm AH109 transformiert, da dieser Stamm das HIS3 Reporterkonstrukt im Genom tragt.
Nun wird eine Kolonie von der Trafo-Platte gepickt und in 500 yl dH2O resuspendiert. Von
der Suspension werden jeweils 4 Tropfen a 1 pl auf SD/-Trp-His Platten mit verschiedenen
Konzentrationen an 3-AT aufgetropft. Die Platten werden flir eine Woche bei 30°C inkubiert.
Alsgeeignete 3-AT-Konzentration wahlt man diejenige aus, bei der die Kolonien nach 7 Ta-
gen kleiner als 1 mm sind.

4.6 Mikroskopie

Mikroskopische Untersuchungen wurden entweder mit dem konventionellen Epifluoreszenz-
mikroskop von Zeiss Axiolmager Z1 durchgefliihrt oder mit dem Laser Scanning Mikroskop
Leica TCS SP5 mit groBem Arbeitsabstand und dem Wasserimmersions Objektiv HCX APO
L U-V-1 63.0x0.90 WATER UV fir eine bessere Auflésung. A. nidulans Proben wurden direkt
auf dem Deckglas in den jeweiligen Nahrmedien angezogen. Bei Wurzeln erfolgte die mikro-
skopische Analyse auf Objekttragern, bedeckt von Wasser und Biofolie. eGFP wurde mit
einem Argon Laser mit einer Wellenldange von 488 nm angeregt und emittiertes Licht in ei-
nem Bereich von 496 nm bis 536 nm detektiert. DsSRED1 wurde mit einem HeNe Laser mit
561 nm angeregt und das ausgesandte Lichtsignal von 568 nm bis 645 nm detektiert.

4.6.1 Tinte- Essig Farbung

Mit Hilfe der Tinte-Essig Farbung (Vierheilig et al., 1998) kénnen pilzliche Strukturen sowohl
auBerhalb als auch innerhalb des Pflanzen Gewebes angefarbt werden. Mykorrhizierte Wur-
zeln von M. truncatula wurden zur Klarung des Pflanzenmaterials zunéachst mit 10% (w/v)
KOH fur 30 min bei 80°C behandelt. Vor der Farbung fir 3 min mit 5% (w/v) Tinte (Pelikan,
Brillant Schwarz,) in Haushaltsessig wurden die Wurzeln dreimal mit destilliertem Wasser
gewaschen um sie von KOH Riickstanden zu befreien. Die Entfarbung der pflanzlichen
Strukturen erfolgte in 10% Essig in Wasser unter leichtem schwenken UN. Fiir die Auswer-
tung des Mycorrhizierungsgrades wurden die Wurzeln in 100% Glycerol auf Objekttragern
plaziert.

4.7 In silico Analyse

Die Identifikation von homologen Proteinen erfolgte durch die NCBI BLAST Suche
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/). Alignments wurden mit Jalview
(http://www.jalview.org/download.html) unter Verwendung des Clustal W Web Service er-
stellt. Zur Identifikation konservierter Doméanen wurden Motif-Scan (http:/myhits.isb-
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sib.ch/cgi-bin/motif scan), SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) und Pfam
(http://pfam.sanger.ac.uk/search?tab=searchSequenceBlock) eingesetzt. Die Sekretion der
Isolierten Proteine wurde mittels der SignalP Software
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) oder bei nicht-konventioneller Sekretion mit Secre-
tomP (http:/www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/) vorhergesagt. M. truncatula TC Sequen-
zen wurden im DFCI Medicago Gene Index (http:/compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-
bin/tgi/gimain.pl?gudb=medicago) identifiziert und ihre Expression im Medicago gene ex-
pression Atlas (http:/mtgea.noble.org) Uberprift. Genomische Sequenzen konnten durch
die  Aliniierung gegen  die  verfugbaren = Genomdaten  erhalten  werden
(http://medicago.org/genome/cvit_blast.php). Die BLAST Suche gegen die verfligbaren Se-
quenzierdaten von G. intraradices erfolgte Uber
http://mycor.nancy.inra.fr/IMGC/GlomusGenome/blast.php.
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Eine der interessantesten und am intensivsten beforschten Fragestellungen auf dem Gebiet
der Mikroben-Pflanzen-Interaktionen war in den letzen Jahren die Erforschung jener Mecha-
nismen, die pathogenen Pilzen erlauben die Abwehrreaktion ihrer pflanzlichen Wirte zu um-
gehen bzw. diese auBer Kraft zu setzen. Mittlerweile ist es weitestgehend anerkannt, dass
Pathogene flr diese Zwecke, neben anderen Mechanismen, Effektoren produzieren, die das
zelluldre Programm der Pflanzen zum Vorteil des Schadlings manipulieren.

Die Vermutung liegt nahe, dass Effektorproteine auch in der AM-Symbiose eine entschei-
dende Rolle spielen. AM-Pilze sind nicht in der Lage ihren Lebenszyklus ohne ihren Wirt zu
vervollstandigen, weshalb sie eine Langzeitbeziehung mit ihrem pflanzlichen Partner verbin-
det. Um die Etablierung aber auch den Fortbestand von dieser zu sichern missen diese Pil-
ze fahig sein entweder aktiv oder passiv, durch Maskierung, der Abwehr der Pflanze entge-
gen zu wirken. Aufgrund der schwierigen labortechnischen Handhabung und fehlenden mo-
lekularbiologischen Zuganglichkeit der AM-Pilze konnte jedoch bisher kein wesentlicher
Fortschritt bei der Suche nach Effektoren erzielt werden.

Aus Ermangelung eines assemblierten Genoms eines AM-Pilzes, wurde in dieser Arbeit Zu-
gang zu den sekretieren Effektorproteinen durch Isolation des pra-symbiotischen und symbi-
otischen Sekretoms des AM-Pilzes G. intraradices gesucht.

5.1 Isolation sekretierter Proteine

5.1.1 Screen von cDNA-Banken mittels der Yeast Signal Sequence Trap (YSST)
Methode

Zur lIsolation sekretierter Proteine aus verschiedenen Entwicklungsstadien der Symbiose
wurde die Methode des Yeast Signal Sequence Traps (Jacobs et al., 1997) eingesetzt. Die-
ser funktionelle Screen bedient sich eines Hefe-Mutantenstammes, der aufgrund einer feh-
lenden sekretierten Invertase nicht in der Lage ist auf Medium mit Saccharose als alleiniger
C-Quelle zu wachsen. Wird der Hefestamm jedoch durch Aufnahme einer heterologen
cDNA, die zur Sekretion eines rekombinanten Invertase-Fusionsprotein fuhrt, komplemen-
tiert, so ist ihm das Wachstum auf dem Saccharosemedium mdglich. Von dort kann er isoliert
und die fir die Sekretion der Invertase verantwortliche cDNA identifiziert werden.

Diese Methode konnte bereits mehrfach erfolgreich zur Isolation von sekretierten Proteinen
aus verschiedenen Organismen inklusive mit Pflanzen interagierenden Pilzen eingesetzt
werden (Lee et al., 2006; Mdiller et al., 2008; Link und Voegele, 2008). Doch schon im Rah-
men meiner Diplomarbeit zeigten sich Schwierigkeiten darin diese Methode auf AM-Pilze
anzuwenden. Da es bei diesen Organismen sehr schwer ist eine groBe Menge an Pilzmate-
rial zu gewinnen und somit auch nur eine begrenzte Menge an mRNA bzw. cDNA zur Verfu-
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gung steht, wurden intensive Bemihungen unternommen die Methode zu modifizieren um
eine hohere Effizienz bei AM symbiotischen Material zu erzielen.

Um eine ausreichende Menge an cDNA bzw. eine gute cDNA-Bank zu generieren, wurde
daher auf die SMART-cDNA-Synthese (Clontech) zuriickgegriffen. Bei dieser Methode wird
nach der Erststrangsynthese eine so genannte Long-Distance PCR (LD-PCR) durchgeflhrt,
die der Amplifikation der cDNAs dient, wobei deren natirliche Verteilung aber weitestgehend
beibehalten bleibt. Zudem wird der cDNA im Laufe der LD-PCR Adaptersequenzen verlie-
hen, Uber welche sie direkt Gber homologe Rekombination in Hefe kloniert werden kann.
Diese in vivo Klonierung in Hefe hatte sich dabei als effektiver erwiesen als die Klonierung
einer cDNA-Bank in E. coli und Transformation dieser in Hefe, wie es im urspriinglichen Pro-
tokoll von Lee et al. (2006) durchgefiihrt wurde.

Grundvoraussetzung flr eine Integration Uber homologe Rekombination ist das Vorhanden-
sein homologer Sequenzen von Vektor und cDNA von mindestens 30 bp zu beiden Seiten
des zu inserierenden Fragmentes. Um dies zu gewahrleisten wurden in meiner Diplomarbeit
fur die cDNA-Synthese Primer eingesetzt, die die cDNA beiderseits mit zum Vektor homolo-
gen Sequenzen versehen. Allerdings wirkte sich diese Verédnderung der urspriinglichen Pri-
mersequenz negativ auf die Menge der mittels SMART-cDNA-Synthese generieten cDNA
aus. Aus diesem Grund wurde fir diese Arbeit das YSST-Vektorsystem pYST0-2 so modifi-
ziert, dass in der Region der Insertionsstelle der cDONA homologe Bereiche zu den urspriing-
lich im SMART-Kit verwendeten Primern eingebracht wurden. Dies bietet weiterhin die Még-
lichkeit der in vivo Klonierung der cDNA-Bank in Hefe, gekoppelt aber mit dem Vorteil der
cDNA-Synthese mit fir das SMART-System optimierten Primern. Durch diese Modifikation
der Vektoren konnte die Effizienz der YSST-Methode fur AM symbiotisches Material maB-
geblich verbessert (Abb. 5.1) und die Anzahl der auf dem Saccharose Medium auftretenden
positiven Klone von 5 auf fast 600 (Tabelle 5-1) erhéht werden.

N\

5.1 Optimierung der YSST-Methode
Hefekolonien, die eine zur Sekretion des Invertasefusionsprotein fihrende cDNA-Insertion enthalten, kdnnen auf
dem Saccharose Medium wachsen.

(a) Nur wenige Kolonien konnten bei der in vivo Klonierung mit dem urspriinglichen pYST Vektorsytem detektiert
werden (Diplomarbeit Silke Kloppholz, 2008).

(b) Die Modifizierung der Vektoren fiihrte zur deutlichen Effizienzsteigerung der in vivo Klonierung in Hefe.

(c) Ausschnitt aus (b). Hefekolonien die in der Lage sind das Invertasefusionsprotein zu sekretieren, zeichnen
sich aus durch einen ,Sekretionskranz” von Hefen aus, die von der Aktivitat der Invertase im Medium nutznieBen.

Getestet wurden drei cDNA-Banken, die sowohl die pra-symbiotische, sowie die frihe als
auch spéate symbiotische Phase der AM abdecken sollten (Tabelle 5-1). Aus den auf dem
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Saccharose-Medium gewachsenen Hefekolonien mit ,Sekretionskranz” (Abb. 5.1 ¢) wurden
nach einem zweiten Wachstumstest die Plasmide isoliert, die cDNA-Insertionen mittels eines
Verdaus auf Redundanz untersucht und anschlieBend sequenziert. Betreffend der Anzahl
der Hefekolonien auf dem Saccharose-Medium verlief der YSST bei der cDNA-Bank
~oporen“ mit groBem Abstand am erfolgreichsten. Dieser Erfolg ist vermutlich begrindet
durch die relativ groBe Menge an cDNA die fir die in vivo Klonierung zur Verfligung stand.
Die Sporen von G. intraradices reprasentieren das einzige Entwicklungsstadium des Pilzes
welches keinen Pflanzenpartner benétigt. Daher ist es relative einfach dieses Material zu
isolieren und eine gute mMRNA daraus zu gewinnen. Hingegen erweist es sich als sehr viel
schwieriger Material, das mit Pflanzen in Kontakt stand oder sogar symbiotisches Pilzmateri-
al aus der Pflanze zu gewinnen. Sichtbar wird dies deutlich an der wesentlich geringen Zahl
an Kolonien bei den cDNA Banken ,Induziert und ,Arbuskel-angereichert”. Nichtsdestotrotz
konnte die gr6Bte Anzahl an verschiedenen Klonen aus der cDNA-Bank ,Induziert” gewon-
nen werden. Dies lasst darauf schlieBen, dass besonders in der friihen symbiotischen Pha-
se, in der die Kommunikation zwischen Pilz und Pflanze besonders wichtig erscheint, eine
Vielzahl an verschiedenen sekretierten Proteinen produziert wird.

Tabelle 5-1 Ubersicht liber die im YSST getesteten cDNA-Banken

Entwicklungsstadium c-DNA Bank Kolonien Unterschiedliche
Klone (Pilz/Pflanze)

Pra-symbiotische Phase Ungekeimte Sporen (S) 596 3/0
Friihe symbiotische Phase Induziert (1) 150 16/4
Fortgeschrittene symbiotische | Arbuskel-angereichert 98 2/1
Phase (in planta) (A)

Mittels SignalP-Software wurden die Proteinsequenzen auf das Vorhandensein einer Sig-
nalsequenz zur Einspeisung in die sekretorische Maschinerie der Zelle Uberprift. Falsch po-
sitive Sequenzen, bei denen es durch eine Verschiebung des ORF zuféllig zu einer als Sek-
retions-Leader tauglichen Sequenz kam, konnten somit aussortiert werden. Zunéachst er-
staunlich, konnte fir die Klone SP10, SP78 und SP66 (Tabelle 5-2) keine Signalsequenz
ermittelt werden. Allerdings kann laut dem Programm SecretomeP bei diesen Proteinen die
Sekretion Uber einen nicht konventionellen Sekretionsmechanismus erfolgen. Die Unter-
scheidung zwischen cDNAs pilzlichen bzw. pflanzlichen Ursprungs wurde hauptsachlich an-
hand des GC-Wertes vorgenommen, welcher bei G. intraradices mit 37% im Vergleich zu
42% bei M. truncatula und S. tuberosum bemerkenswert tief liegt.

Die Tabellen 5-1 und 5-2 bieten eine Ubersicht (iber alle mit Hilfe der YSST-Methode aus
AM- symbiotischen Material identifizierten, sekretierten Proteine. Es wurden drei verschiede-
ne cDNA-Banken, reprasentativ fir verschiedene Phasen der symbiotischen Entwicklung,
untersucht. Aus der cDNA-Bank ,Induziert” konnten mRNAs codierend fir 20 verschiedene
Proteine gewonnen werden. Hiervon waren 20% der mRNAs pflanzlichen Ursprungs und
80% entstammten pilzlicher Natur. In der cDNA-Bank aus G. intraradices Sporen konnten
hingegen nur drei flr sekretierte Proteine codierende cDNAs mittels YSST detektiert werden.
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Darunter nur ein Protein (YT-S11), welches nicht auch aus der cDNA-Bank ,induziert” ge-
wonnen werden konnte. In der cDNA-Bank aus arbuskel-angereicherten Kartoffelwurzeln
konnte die mRNA zweier pilzlicher und eines pflanzlichen sekretierten Proteins identifiziert
werden. Die Sequenz pflanzlichen Ursprungs (SP12), war hierbei allerdings in 90% aller un-
tersuchen Hefeklone vorzufinden. Auch unter den in der cDNA-Bank ,induziert* identifizierten
Klonen, war dieses Protein das am haufigsten isolierte.

Tabelle 5-2 Ubersicht aller mit Hilfe der YSST-Methode isolierten Proteine

Klone pilzlichen Ursprungs sind rot gekennzeichet, pflanzliche Klone sind rot markiert. Flr die grau hervorgeho-
benen Klone wurde bioinformatisch ein Kernlokalisationssignal vorhergesagt. Dies Klone stellen interessante
Kandidaten fir Effketorproteine in der AM dar. cDNA-Banken (vgl. Tabelle 5-1): Sporen (S), Induziert (1), Arbus-
kel-angereichert (A).

Klon cDNA Bank Homologie (Blastx NCBI) E-Wert
| XP_001874952 Kohlenhydrat-Binde-Modul Familie19 Protein [Laccaria bicolor] 3e-09
I reflYP_324462.1| MscS Mechanosensitiver lonen Kanal [Anabaena variabilis] 3.6
IS, A XM_001351562 Putative 3D7 P-Typ ATPase [Plasmodium falciparum] 5e-04
I ref|[NP_228520.1| Hypothetisches Protein TM0711 [Thermotoga maritima MSB8] 0.29
SP11 I gb|ABT18099.1] FERONIA Rezeptor-ahnliche Kinase [Cardamine flexuosa] 7e-04
SP12 I,A X91836.1 Extensin [Vigna unguiculata) 5e-06

Keine signifikante Homologie

Keine signifikante Homologie

Keine signifikante Homologie

Keine signifikante Homologie

gbl|AAY84873.1| Alternatives Splicing Regulator [Ixodes scapularis] 2e-12
ref|YP_698204.1| g:r,:; ;;??terminale Protease Familie Protein [Clostridium 23
XP_002200440.1 Galectin 3 [ Taeniopygia guttatal 1.7
ref[YP_147014.1] Hypothetisches Protein GK1161 [Geobacillus kaustophilus HTA426] 5.5
ref|[XP_426389.2) RPUSD2 Protein [Gallus gallus] 5e-28
emb|CAC19793.1| 53BP1 Protein [Xenopus laevis) 8.5
emb|CAO46825.1| Nicht benanntes Protein Produkt [ Vitis vinifera] 3e-29
Keine signifikante Homologie

emb|CAA92208.1| Hydrophobin | [Hypocrea jecorina) 5e-07
gblAAF91322.1| Rezeptor-dhnliche Kinase [Glycine max] 5e-127

Keine signifikante Homologie

Die Identitat der durch die mRNAs codierten Proteine wurde durch die BLAST-Suche nach
homologen Proteinen bestimmt. Unter den ermittelten Homologen befanden sich unter ande-
rem ein Kohlehydrat-Binde-Protein (SP1), ein mechanosensitiver lonenkanal (SP2) und ein
Hydrophobin (SP151). Auch unter den Proteinen pflanzlichen Ursprungs befanden sich mit
den Klonen SP11 und SP152 zwei Rezeptor-dhnliche Kinasen deren Funktion hinsichtlich
der Signalerkennung in der AM von Interesse sein kénnte. Der bereits erwahnte, bei weitem
am haufigsten auftauchende Klon (SP12) zeigte Homologien zu einem pflanzlichen Extensin.
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Far eine Vielzahl von Klonen konnten keine bisher bekannten Homologe gefunden werden.
Besonders zur besseren Analyse dieser Klone wurden alle Proteinsequenzen mittels bioin-
formatischer Analyseprogramme (Kapitel 4.7) auf das Vorhandensein von bekannten, kon-
servierten Motiven hin untersucht. Hierbei konnten fir die Klone SP7, SP14, SP31 und SP66
durch das Programm Motifscan die Présenz eines Zellkernlokalisationssignals (NLS) vorher-
gesagt werden. Diese Tatsache erscheint (iberaus interessant, da bei sekretierten pilzlichen
Proteinen eine NLS nur sinnvoll erscheint sofern diese auf den Pflanzenzellkern abzielt. Im
Pflanzlichen Zellkern lage es diesen Proteinen auf vielfaltige Weise offen ihren Wirt zu mani-
pulieren um z.B. eine Abwehrreaktion zu unterbinden. Das Auffinden eines NLS qualifiziert
deshalb diese Proteine zu den ersten potentiellen Effektorproteinen eines AM-Pilzes.

5.1.2 Eine neue Familie sekretierter Proteine in der AM

Drei der YSST-Klone, die sich durch die bioinformatische Vorhersage eines NLS als Kandi-
daten fUr Effektor-Proteine hervor getan hatten, zeigen auch Uber den Rest der Proteinse-
quenz eine auffallig konservierte Domanen-Struktur (Abb. 5.2 a). Die Klone SP7, SP14 und
SP31 beinhalten abgesehen von dem Signalpeptid und des NLS eine kurze Asp/Tyr/Lys-
reiche Region bisher nicht beschriebenen Funktion und eine Serie von nicht-perfekten tan-
demartigen Wiederholungen (Repeats), die sich Uber den gesamten C-Terminus der Se-
quenzen erstrecken. Eine Analyse der Aminosduren Zusammensetzung offenbarte den
durchgehend hydrophilen Charakter dieser Repeats (Abb. 5.2 b).

Das Protein SP7 (Sekretiertes Protein 7) zeigte bei der BLASTp-Suche in der NCBI-
Datenbank eine geringe Homologie (E-Wert 3e-*° bis 1e-%) zu verschiedenen repeatenthal-
tenden Proteinen. Unter diesen Homologen ist ein Protein von Plasmodium spp. (NCBI Gen-
Bank XP_001613172), welches das Pathogen wahrend der Phase der Wirts-Invasion produ-
ziert, sowie ein Protein (NCBI Gen-Bank AAA34563.), welches in Hefen unter Hitze-Schock
und bei DNA-schadigenden Bedingungen exprimiert wird. Mit Ausnahme des S Antigens von
Plasmodium falciparum (NCBI Gen-Bank AAA29761) enthielt aber keines der ermittelten
homologen Proteine eine Signalsequenz zur Sekretion. Fir die Proteine SP14 und SP31
konnten keine Proteine anderer Organismen mit einer signifikanten Homologie ermittelt wer-
den. Jedoch weisen diese Proteine untereinander mit 87 % eine etrem hohe Identitat auf. Die
Identitat zwischen SP7 und SP31 liegt bei 48% (Abb. 5.3).

Aufgrund der bisher genannten strukturellen Gemeinsamkeiten kdnnen die Proteine SP7,
SP14 und SP31 zu einer neuartigen Proteinfamilie (SP7-Proteinfamilie) zusammengefasst
werden. Fir G. intraradices liegt bisher kein vollstdndig assembliertes Genom vor. Jedoch
besteht eine Datenbank aus bereits sequenzierten Bereichen des Genoms, die eine BLAST-
Suche erméglicht. Durch Einsatz eines Repeats von SP7 als Suchanfrage, konnte ein weite-
res Protein (c118621) identifiziert werden, welches alle Strukturmerkmale der SP7-Familie
teilt und daher ihr zugerechnet werden kann. Aus mehreren in der Datenbank verfligbaren
kurzen Teilsticken wurde eine chimére Sequenz angefertigt und mit der SP-Familie aliniiert
(Abb. 5.3).
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5.2 Doméanenorganisation der SP7-Proteinfamilie
(a) Alle Proteine der SP7-Familie weisen einen gemeinsamen strukturellen Aufbau aus vier charakteristischen

Domaén

en auf: Signalpeptid (SP, rot), eine konservierte Region bisher unbekannter Funktion (gelb), ein Kernloka-

lisationssignal (NLS, griin) und eine Serie nicht-perfekter, tandemartiger Sequenzwiederholungen (Repeats,

blau).

(b) Protscale-Resultat fir SP7 (oben) und SP31 (unten). Die Domanenverteilung ist mittig vereinfacht dargestellt
(Farben wie bei (a)). Die Analyse der Aminoséuren der beiden Proteine dokumentiert die strake Hydrophilie der
Repeats. (Score >0 hydrophob; Score <0 hydrophil).

SP7
SP14
SP31
c118621

SP7
SP14
SP31
c118621

SP7
SP14
SP31
c118621

SP7
SP14
SP31
c118621

SP7
SP14
SP31
c118621

1 Al |AEIG- - GSKD#®65
1 TA -- | SEVEENNKRD - APSTYCYDDDKKDK - - - - - ----54
1 TA TPISDVELNNKRD - APSTYYYDDDKKDK - - - - - ----56
1 Al TPNTGI DKRDESPSSYYYDDKKKED- - - - - ----58

66 DDYYGGKDDKMDDDRKRKSSYRR- - - - - - - - - - SALASPGDKDDD¥YGGKDDDYYGGKDDDYYGGKDD 122
55 - e aeeaean- [7q <[}
B7 summennan K DDKKEKYYRRNAVANEKDYKDEKI

59 -YYYD----- GRKEHSYK---cmmemmceee e

123 KYD KSG spePkopDYYGSKkDDBYMGGKDBDMY

62 - HK DK EEKD------ YKDEKBS¥DYYPDsXD

114 KKK EK NEKD- - ---- YKDEKBS¥DsYPDsXD

85 HKD KDKK - - N L SPcl------- THNDBIYN - - KEBD¥KN

190 KDD GKDDDYYGSKDBDYYGGRIBDKY - - - - -« oo ce e e aaa i 218
99 - -x BBEYG- - - - - KKK - - oo o im0 17
152 - - K K DDEYG- - - - - KKDDKKDKKEKYYRRSAVADEKDYKDEKDSYDSYPDSYDGKDKYDDEY 211
118 - - -EYMYEKDD-----HKBDYHKERD - - - - - = - = - - = o oo e e e e e e e e e e 135
1] [ E KSS LASPGDKDD- -DY¥GGKDDD Y skDDDYYG K DKYDDDK--- 270
148 wsewnvawras EKY VTEEKDYKDEKDSYDYSPHSYDGKGKYDDEYGYDK- - - - - - - - - 163
212 GYDDKKDDKKDKKEKY VADEKDYKDEKDSYDSYPDSYDGKDKYDDEY DKKDDKKKDD 276

5.3 Alignment der SP7 Proteinfamilie
ClustalW Alignment der Aminosauren Sequenz der Proteine SP7, SP31, SP14 (wie isoliert aus der cDNA-
Bank ,induziert”) und ¢118621 Signalpeptid, die unbekannte, konservierte Region und das NLS sind in den
Farben Rot, Gelb und Griin angedeutet.
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5.2 Charakterisierung des putativen Effektorproteins SP7

5.2.1 Entwicklungsstadien abhangiges Auftreten verschiedener SP7-
Populationen

Aufgrund seiner auBergewdhnlichen Repeatstruktur, die im Folgenden dargestellt werden
soll, wurde das familienbegrindende Protein SP7 fir weitergehendende Untersuchungen
ausgewahlt. Bedingt durch die fur die YSST-Methode notwendige cDNA-Synthese mit He-
xamer-Primern, endete die bisher langste isolierte Version inmitten des 5. Repeats. Mit Hilfe
einer 3’RACE-PCR konnte der 3'UTR Bereich des SP7 Proteins amplifiziert werden. Er-
staunlicherweise endete die so gewonnene cDNA-Sequenz bereits im 4. Repeat mit dem
Stopp-Codon.

Erst die durch die RACE-PCR gewonnene Kenntnis Uber die 3'UTR Sequenz von SP7 er-
mdglichte die Amplifikation des vollstandigen transkribierten Bereichs aus gDNA von G. in-
traradices, da alle zuvor getesteten Primer aufgrund der ausgepragten Repeat-Struktur
mehrfach in der Sequenz binden konnten. Der Einsatz von Primern in der 5°UTR und 3'UTR
von SP7 fir eine PCR auf gDNA des Pilzes flhrte zu einem einzigen Amplikon mit der Lange
von ca. 1,8 kb. Die verschiedenlangen Versionen von SP7 missen somit auf eine einzelne
Kopie des Gens im Genom von G. intraradices zurlickzuflihren sein.

Die Sequenzanalyse des aus gDNA amplifizierten Fragmentes von SP7 legte ein einzelnes
konventionelles Intron von 68 bp im Bereich des Signalpeptides offen. Die langste mdgliche
cDNA, die sich aus dieser Sequenz ableiten lasst, besitzt eine Lange von ca. 1,8 kb und um-
fasst 9 vollstandige und einen nicht ganz kompletten, letzten Repeat.

Durch aminosdureggenaue Analyse der einzelnen Repeats konnte deren Feinaufbau aufge-
schlisselt werden (Abb. 5.4). Ein Repeat setzt sich auch vier kurzen Sequenzwiederholung
(je 8 AS), sowie einer langeren (je 14 oder 16 AS) zusammen. Die dritte kurze Sequenzwie-
derholung scheint hierbei die am héchsten konservierte zu sein und entspricht in jedem
Repeat der Aminosaurenfolge KDDDYYGG. Die erste und zweite kurze Sequenzwiederho-
lung eines jeden Repeats, dhneln dieser Sequenz bis auf wenige Ausnahmen stark, variieren
nur in den letzten beiden Aminoséauren zwischen GG und GS. Die vierte kurze Sequenzwie-
derholung weicht in ihrer Sequenz KDDKYDDD etwas von der der ersten drei ab, ist aber
Uber das ganze Protein hinweg konserviert. Ausnahmen finden sich nur in den Repeats 7
und 10, in welchen jeweils die achte Aminosaure fehlt.

Bei den langen Sequenzwiederholungen finden sich zwei Variationen (14 oder 16 AS lang)
die abgesehen von Sequenzfolge A und B stets abwechselnd nach 4 kurzen Sequenzwie-
derholungen auftreten.
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1 2
SP7
1_8kb.IECEEGHII

Kurze Sequenzwiederholungen 1-10 Lange Sequenzwiederholungen A-l
Repeat 1 KKDDYYGG KDDEYYGS KDDDYYGG KDDKYDDD Repeat A KKKSSYRRSALASPGD
Repeat 2 KDDDYYGG KDDDYYGG KDDDYYGG KDDKYDDD Repeat B KKKSSYRRSALASPGD
Repeat 3 KDDDYYGS KDDDYYGS KDDDYYGG KDDKYDDD Repeat C KKKSSYKRSA SPGD
Repeat 4 KDDDYYGG KDDDYYGS KDDDYYGG KDDKYDDD Repeat D KKKSSYKRSALASPGD
Repeat 5 KDDDYYGG KDDDYYGS KDDDYYGG KDDKYDDD Repeat E KKKSSYSRSA SPGD
Repeat & KDDDYYGS KDDDYYGG KDDDYYGG KDDKYDDD Repeat F KKKSSYRRSALASPGD
Repeat 7 KDDDYYGG KDDDYYGS KDDDYYGG KDDKYDD * Repeat G KKKSSYKRSA SPGD
Repeat 8 KDDDYYGS KDDDYYGS KDDDYYGG KDDKYDDD Repeat H KKKSSYRRSALASPGD
Repeat 9 KDDDYYGS KDDDYYGS KDDDYYGG KDDKYDDD Repeat | KKKSSYKRSA SPGD
Repeat 10 KDDDYYGS KDDDYYGG KDDKYDD * Repeat STOP KKKSSY

KONSENSUS KDDDYYGG KDDDYYGS KDDDYYGG KDDKYDDD KKKSSYRRSALASPGD

5.4 Detaillierte Repeatsstruktur und Sequenz des Proteins SP7

Die der gDNA abgeleitete Aminoséuressequenz von SP7 besteht aus 10 Repeats, von denen der letzte vorzeitig
mit dem Stopp-Codon endet. Jeder Repeat kann weiter in vier kurze und eine lange Sequenzwiederholung unter-
teilt werden. Die kurzen Sequenzwiederholungen (7 oder 8 AS) weisen sehr dhnliche Sequenzen auf (grau). Die
langen Sequenzwiederholungen bestehen entweder aus 14 AS (hellblau) oder 16 AS (dunkelblau). Die diinnen,
schwarzen Balken deuten die vier kurzen Sequenzwiederholungen an, deren Sequenzen in der grauen Box ein-
zusehen sind. Die Sternchen markieren die kurzen Sequenzwiederholungen aus 7 AS. Die langen Sequenzwie-
derholungen sind mit Buchstaben in der schematischen Darstellung hervorgehoben und ihre Sequenzen sind in
der blauen Box aufgelistet. Abweichungen zur Konsensus-Sequenz wurden jeweils farblich markiert.

Farblich hervorgehobene Proteindoméanen: SP (rot), unbekannte konservierte Region (gelb), NLS (griin), kurze
Sequenzwiederholungen (grau) und lange Sequenzwiederholungen (blau).

Die mittels RACE-PCR detektierte cDNA-Version von SP7 (0,8 kb) kdnnte aus dieser theore-
tischen maximalen cDNA-Version durch alternatives SpleiBen mit unkonventionellen Splei-
stellen nach dem Exon-Skipping Mechanismus gewonnen werden. Diese Vermutung wurde
weiter bestarkt durch die Entdeckung, dass beim Einsatz des SP7 5°UTR /3’"UTR Primer-
Paares in cDNAs aus verschieden Entwicklungsstadien der AM-Symbiose unterschiedliche
Bandenmuster bei einer PCR-Reaktion detektiert wurden. Einige dieser Banden konnten
isoliert und sequenziert werden. Die ermittelten Sequenzen wurden Base fir Base mit der
genomischen Version abgeglichen und so fur jede Population die individuelle Abfolge der
kurzen und langen Sequenzwiederholungen der Repeats ermittelt (Abb. 5.5). Die verschie-
denen Versionen von SP7 (genomisch und cDNA) wurden bei der NCBI Datenbank mit den
folgenden Zugangsnummern hinterlegt: HM998614, HM998615, HM998616 und HM998617.

* *
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5.5 Repeatorganisation verschiedener SP7-Populationen

Repeatorganisation verschiedener SP7-Populationen. Sternchen markieren die kurzen Sequenzwiederholungen
mit nur 7 AS. Gleiche Farben stehen fir Doméanen/Repeat-Untereinheiten mit ahnlichen Sequenzen. Farblich
hervorgehobenen Proteindoménen: SP (rot), unbekannte konservierte Region (gelb), NLS (griin), kurze Sequen-
zwiederholungen (grau) und lange Sequenzwiederholungen (blau).
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Um zu untersuchen ob unterschiedlich lange Transkripte von SP7 in verschiedenen Entwick-
lungsstadien dominant sind, wurde nach einer PCRs mit dem UTR-Primerpaar auf cDNAs
verschiedener Entwicklungsstadien, eine Schmelzkurvenanalyse der PCR-Produkte vorge-
nommen. Wie (Abb. 5.6) zeigt scheinen in gekeimten Sporen (Sporen), extraradikalem Myzel
(ERM) und in ERM, welches mit Pflanzen in Kontakt stand (induziertes ERM), je eine cDNA-
Population die vorherrschende zu sein. Hierbei muss aber beachtet werden, dass dieser
Peak auch in der Negativkontrolle ohne Template auftritt und sich dort nur als Primer-Dimere
erklaren lasst. Er kénnte also auch in den Proben Sporen, ERM und induziertes ERM auf
Primer-Dimere zurickzuflhren sein. In ungekeimten Sporen und Sporen die mit Pflanzen
inkubiert wurden (induzierte Sporen) hingegen sind deutlich mehrere Peaks bei der Schmel-
kurvenanalyse ersichtlich. Dies deutet auf verschiedene SP7-Populationen hin, die zeitgleich
in diesen Entwicklungsstadien produziert werden. Fur die cDNA ,Mix induziert” wurde das
gleiche Material eingesetzte wie in der cDNA-Bank ,induziert”, welche fir den YSST verwen-
det wurde. Die cDNA enthalt sowohl induzierte Sporen, als auch induziertes ERM und somit
auch alle in diesen Stadien vorkommenden Populationen.

Ungekeimie Sporen Sporen Induzierte Sporen

ERM Induziertes ERM Mix induziert

SPT 0,8 kb-Fragment SPT 1,2 kb-Fragment - Kontrolle

5.6 Graphische Darstellung der Schmelzkurvenanalyse zur Detektion verschiedener SP7-Populationen

Zur Untersuchung der Verteilung der verschiedenen SP7-Populationen zu unterschiedlichen Zeitpunkten der AM-
Symbiose, wurde SP7 aus cDNA verschiedener pra-symbiontischer als auch symbiotischer Stadien amplifiziert.
Die verwendeten Primer flhrten zu Amplikons in allen denkbaren Populationen. Jedes PCR-Produkt resultiert
theoretisch in einem spezifischen Peak der Schmelzkurve, so dass die Anzahl der Peaks Rickschllsse auf die
Zahl der verschiedenen Populationen zulassen sollte. Ein Graph zeigt drei technische Replikate der gleichen
cDNA. Zur Kontrolle wurden bereits bekannte SP7-Populationen aus dem TOPO-Vektor amplifiziert (SP7 0,9 kb
bzw. 1,2 kb Fragment) als auch ein Probe ohne Template (- Kontrolle) getestet.

Anhand der Schmelzkurvenanalyse lassen sich jedoch keine Rickschlisse ziehen, um wel-
che Populationen es sich in den jeweiligen Stadien handelt. Dies geht aus den Schmelzkur-

62



5 Ergebnisse

ven der 0,8 kb und 1,2 kb SP7-Populationen hervor, die als Referenzen eingesetzt wurden,
aber beide den Peak bei gleicher Schmelztemperatur zeigten. Die Lange der Populationen
scheint somit nur bis zu einem gewissen Grad von Bedeutung zu sein bzw. scheint die
Schmelzkurvenanalyse nur eine begrenzte Auflésung bei der Unterscheidung verschiedener
Populationen zu bieten. Nichtsdestotrotz deutet die Schmelzkurvenanalyse tatsachlich auf
verschiedene Kombinationen der SP7-Populationen wahrend verschiedener Phasen der
Symbiose hin.

Um weiter Aufschluss dartber zu erhalten zu welchem Zeitpunkt der Symbiose die verschie-
denen gespleiBten Populationen anzutreffen sind, wurden eine Southern Blot Analyse der
PCR Produkte durchgefiihrt. Hierzu wurden die mit den UTR-Primerpaar aus cDNAs ver-
schiedener Entwicklungsstadien amplifizierten Produkte auf einem Agarosegel aufgetrennt,
geblottet und mit der DIG-markierten 0,9 kb SP7-Population als Sonde detektiert. Wie aus
Abb. 5.6 und aus Abb.5.7 hervorgeht, wird in den nicht mit Pflanzen in Kontakt stehenden
Sporen und dem ERM, im Vergleich zu den selben induzierten Proben, SP7 nur in geringen
Mengen produziert. Die 1,8 kb Population ist in allen induzierten Proben prasent. In den in-
duzierten Sporen scheinen aber im Vergleich mit dem induzierten ERM zuséatzlich auch kir-
zere Populationen eine Rolle zu spielen. Die Probe ,Mix induziert” zeigt deutlich, dass wah-
rend der LD-Amplifikation einige Populationen verstérkt amplifiziert wurden und erklart so
auch das gehéaufte Auftreten der 1,2 kb-Version im YSST, die unter natirlichen Bedingungen
eher selten vorzukommen scheint. Die LD-PCR fihrte somit, im Kontrast zu den Angaben
des SMART-Kits, doch zu einer leichten Verschiebung der natirlichen Verteilung der cDNAs.

1,8 kb
1,2 kb
0,9 kb

0,8 kbme
0,6 kb

5.7 Analyse der SP7-Populationen zu verschiedenen Entwicklungsstadien der Symbiose

Diverse SP7-Populationen wurden aus der gesamt cDNA verschiedener pra-symbiontischer als auch symbioti-
scher Stadien der AM amplifiziert. Die Populationen wurden geblottet und unter Verwendung der SP7-Population
0,9 kb als Repeat-bindende Sonde detektiert. cDNA: gekeimte Sporen (Sporen), Sporen mit Pflanzenkontakt (Ind.
Sporen), Extraradikales Mycel (ERM), ERM inkubiert mit Wurzeln (Ind. ERM), LD-amplifizierte cDNA verschiede-
ner Stadien mit Pflanzenkontakt (Mix induziert), 1-25 d mykorrhizierte Wurzeln von M. truncatula (1-25 d myk)
sowie eine nicht mykorrhizierte Kontrollwurzel (25 d Kontrolle). Roter Balken: cDNA pilzlichen Ursprungs, griiner
Balken: cDNA aus in planta Stadien der Symbiose.
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Besonderes Interesse bestand auch darin zu erfahren welche der SP7-Populationen die do-
minante Version in planta ist. Hierzu wurden cDNAs von 1 d, 12 d und 25 d mykorrhizierten
M. truncatula Wurzeln auf gleiche Weise wie die anderen Entwicklungsstadien untersucht.
Hierbei zeigte sich eine Akkumulation von SP7 erst bei fortgeschrittener Mykorrhizierung der
Wurzeln. Die vorherrschend in der Pflanze aktive Splice-Version von SP7 scheint wiederum
die 1,8 kb-Population zu sein.

Zur genauen Quantifizierung der SP7-Transkript Akkumulation wurden die Primer SP7-gPCR-
F2 und SP7-gPCR-R2 in einer Real-Time-RT-PCR eingesetzt (Abb. 5.8). Die Primer binden
beide in der 3'UTR von SP7 und fuhren somit in allen Populationen von SP7 zum gleichen
Amplikon. Eine Differenzierung zwischen den einzelnen Populationen ist dadurch allerdings
nicht moglich. Die real-time PCR bestétigte die Ergebnisse der Southern Blot Analyse und
zeigte eine RNA-Akkumulation in den Entwicklungsstadien, die mit der Pflanze in Kontakt
standen. In der Pflanze zeigt sich eine hdhere Expression von SP7 nach 12 d der Mykorrhi-
zierung als nach 25 d.
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5.8 Transkript-Akkumulation von SP7 in pilzlichen Geweben und infizierten Wurzeln

(a) Expression von SP7 relativ zu GITEF. Gezeigt werden die Expressionsdaten von gekeimten Sporen und ext-
raradikalem Myzel (ERM) jeweils nicht-induziert und induziert durch Ko-Inkubation mit Wurzeln, sowie aus mykor-
rhizierten Wurzeln 12 und 25 Tage nach der Infektion (dpi). Der t-test wurde mit der Expression in Sporen als
VergleichsgréBe durchgefiihrt.

(b) Expressionsinduktion in den induzierten Proben gegeniber den nicht induzierten Proben der gleichen pilzli-
chen Gewebe

Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung von drei biologischen Replikaten dar (*p < 0.05; **p <0.01).

Diese Ergebnisse sprechen eindeutig fiir eine Bedeutung von SP7 zu allen Phasen der
Symbiose, in der Pilz und Pflanze miteinander in Kontakt stehen und Kommunikation der
beiden Partner erforderlich ist. Besonders in der frihen in planta Phase scheint das Protein
wichtig zu sein und kdnnte somit eine entscheidende Funktion in der Etablierung der AM-
Symbiose einnehmen.
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5.2.2 SP7 tritt in die Pflanzen Zelle ein und lokalisiert im Nukleus

Zur Validierung von SP7 als ernst zu nehmenden Kandidaten fur ein Effektorprotein wurde
zunachst die Funktionalitdt des bioinformatisch vorhergesagten NLS Uberprift. Da zurzeit
noch kein System zur stabilen Transformation von G. intraradices existiert wurde SP7 ohne
Signalpeptid (SP7ASP) fusioniert an GFP in dem Ascomyceten Aspergillus nidulans expri-
miert. A. nidulans ist ein ebenfalls filamentdés wachsender Pilz mit einem in unserem Labor
gut etablierten Transformationsprotokoll. Die Expression von SP7ASP-GFP erfolgte unter der
Kontrolle des induzierbaren alcA-Promotors in dem A. nidulans Stamm RMSO11. Zur
Untersuchung der Lokalisation wurden gekeimte Konidiosporen in unterschiedlichen Medien
unter dem Epifluoreszenzmikroskop untersucht (Abb. 5.9). Tatsachlich konnte unter de-
reprimierten Bedingungen in glycerolhaltigem Medium eine eindeutige Lokalisation des Pro-
teins in den Pilz-Zellkernen nachgewiesen werden. In Medium mit Threonin als C-Quelle,
welches zu einer Induktion des Promotors flhrt, war das Fusionsprotein deutlich in den Zell-
kernen des Pilzes sowie etwas im Zytoplasma sichtbar. Im Gegensatz dazu zeigte sich kein

Fluoreszenzsignal, wenn die Expression von SP7ASP-GFP in glucosehaltigem Medium
reprimiert wurde.

5.9 SP7 ohne Signalpeptid lokalisiert im Zellkern von Aspergillus nidulans

(a,b) Nukleare Lokalisation von SP7 ohne Signalpeptid (SP7ASP) fusioniert mit GFP in gekeimten Konidiosporen
von Aspergillus nidulans bei De-Repression (Glycerol, a) und Induktion (Threonin, b) des alcA-Promotors.

(c) Unter reprimierten Bedingungen in glukosehaltigem Medium ist keine griine Fluoreszens zu erkennen.

Bei den Bildern handelt es sich um epifluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen. Gezeigt wird jeweils eine Uberla-
gerung des Hellfeld- und des GFP-Kanals. Die GréBenbalken reprasentieren 10 um.

Um zu testen ob SP7 auch in planta im Zellkern lokalisiert, wurden die stabile Transformation
von Medicago truncatula Wurzeln, sowie die transiente Transformation von Nicotiana
benthamiana durchgefihrt. In M. truncatula wurden sowohl SP7 als auch SP7ASP unter der
Kontrolle des 35S Blumenkohl-Mosaik-Virus (BMV) Promotors fusioniert an GFP exprimiert.
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5.10 SP7 lokalisiert im Zellkern von M. truncatula

Konfokalmikroskopische Einzelebenen-Aufnahme von SP7-GFP (mit oder ohne Signalpeptid von SP7) exprimie-
renden M. truncatula hairy root Linien.

(a,d) Das Fusionsprotein SP7-GFP lokalisiert im Zellkern der Wurzel-Kortexzellen.

(b,e) Das Protein DsRed1, welches zur Kontrolle konstitutiv in den gleichen Wurzeln exprimiert wird, lokalisiert im
Zellkern und im Zytoplasma.

(c,f) Uberlagerung von (a) und (b) bzw. (d) und (e).

(g) Expression von SP7 ohne Signalpeptid fusioniert an GFP (SP7ASP-GFP). Das Fusionsprotein zeigt keine
spezifische Lokalisation innerhalb der Zelle. Es ist sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma detektierbar und
gleicht somit fast vollstédndig der Lokalisation des Kontrollproteins DsRed1 (h).

(i) Die Uberlagerung von (g) und (h) zeigt die nahezu vollstandige Kolokalisation von SP7ASP-GFP und DsRed1.
Das GFP-Fusionsprotein ist jedoch zuséatzlich in Vesikeln zu detektieren.
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Hierzu wurden mittels Agrobacterium rhizogenes vermittelter Transformation hairy roots
generiert, die neben den SP7-Fusionsproteinen konstitutiv DsRed1 exprimieren. Die Analyse
der Wurzeln unter dem Konfokalmikroskop zeigte eine exklusive Lokalisation von SP7-GFP
in den Zellkernen der Wurzelzellen (Abb. 5.10 a+d). Im Kontrast dazu findet sich das
DsRed1 Kontroll-Protein nicht nur in den Zellkernen, sondern auch im Zytoplasma eben
dieser Pflanzenzellen (Abb. 5.10 b+e). Die Untersuchung der SP7ASP-GFP exprimierenden
M. truncatula Wurzeln zeigte kein derartig eindeutiges Ergebnis. Generell war in allen
untersuchten Linien nur ein relativ schwaches Fluoreszenzsignal zu detektieren. Dieses
konnte allerdings, vergleichbar zur DsRed1-Kontrolle, sowohl im gesamten Zytoplasma, als
auch im Zellkern nachgewiesen werden (Abb. 5.10 g+h). Zusatzlich zeigte sich in der
Uberlagerung der beiden Fluoreszenzaufnahmen, dass SP7ASP-GFP auch in kleinen
Vakuolen lokalisiert, die keine rote Fluoreszenz durch DsRed1 aufweisen (Abb. 5.10 i).

Die transiente Transformation von N. bethamiana wurde durch Infiltration von Agrobacterium
tumefaciens in die Blatter der Tabakpflanzen bewerkstelligt. Die Expression von SP7-GFP
lasst sich nach 3-5 Tagen, also wesentlich schneller als in den M. truncatula Wurzeln (ca. 4
Wochen) observieren. Zudem bietet das dinne Blattgewebe eine bessere Auflésung flr
mikroskopische Untersuchungen, als die relativ dicken Wurzeln. Zusétzlich zu den
Konstrukten zur Validierung der Resultate der M. truncatula Expressions Experimente
wurden in die Tabakpflanzen Kontrollkonstrukte transformiert, die die Funktionalitadt des
pilzlichen Signalpeptids in der Pflanze Uberprifen sollten (Abb. 5.11). Wie schon in den M.
truncatula Wurzeln zeigte sich die Fluoreszens des SP7-GFP Fusionsproteins deutlich in den
Zellkernen der puzzelteilférmigen Tabak-Epidermiszellen (Abb. 5.11 a,d). AuBerdem konnten
sehr kleine Vesikel, gefillt mit dem GFP-getaggten SP7, detektiert werden, die keine
Kolokalisation mit der DsRed1 Kontrolle zeigten (Abb. 5.11 e,f). Die Funktionalitat der
Signalsequenz von SP7 wurde getestet durch die Expression des Signalpeptids fusioniert zu
GFP (SPsp7-GFP) in dem gleichen Vektorkonstrukt, welches auch flr alle vorangegangenen
in planta-Expressions Experimente genutzt wurde (Abb. 5.11 b,g). Bei Expression des
SPsp7-GFP-Konstruktes lieBen sich diese putativen sekretorischen Vesikel ebenso nur im
GFP-Kanal detektieren, nicht aber bei der DsRed1-Kontrolle (Abb. 5.11 g,h). Im klaren
Kontrast zur SP7-GFP Expression war bei diesem Konstrukt allerdings kein GFP-Signal im
Zellkern zu erkennen. In Abb. 5.11 g,i ist deutlich zu erkennen, dass das Fusionsprotein nur
im Bereich des Endoplasmatischen Retikulums um den Zellkern herum akkumulierte. Als
weitere Kontrolle wurde auch noch das Signalpeptid des pflanzlichen PR1-Protein
(pathogenesis related protein 1) fusioniert an GFP (SPpg1-GFP) in den N. benthamiana
Blattern exprimiert welches das gleiche Lokalisations-Muster wie SPg7-GFP (Abb.5.11 c)
zeigte.
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5.11 Sekretion und Translokation von SP7 in Nicotiana benthamina

Mikroskopische Aufnahmen von reprasentativen, transformierten N. bethamiana Blattern. Die Auswertung der
Blatter erfolgte drei Tage nach der Infiltration mit Agrobacterium tumefaciens.

(a-c) Epifluoresenzmikroskopische Aufnahme. Die Blatter exprimierten entweder SP7-GFP (a), nur das Signal-
peptid von SP7 fusioniert an GFP (b, SPs,7)-GFP) oder das Signalpeptid des PR1 Proteins fusioniert mit GFP
(SP(pr1)-GFP). Eine gruine Fluoreszenz im Zellkern ist nur bei Expression von SP7-GFP zu erkennen.

(d) Aufnahme einer Einzelebene von (a) unter dem Konfokalmikroskop. SP7-GFP ist in den Zellkernen der Epi-
dermiszellen, sowie in kleinen Vesikeln und in rdumlicher Nahe zur Plasmamembran sichtbar.

(e) Die Fluoreszenz des Kontrollproteins DsRed1 ist in den gleichen Zellen wie in (d) nur im Zellkern und dem
Zytoplasma sichtbar.

(f) Uberlagerung von (d) und (e).

(9) Transiente Expression des Signalpeptids von SP7 fusioniert an GFP (SPsp7)-GFP) in einem Blatt von N.
bethamiana. Gezeigt wird eine Einzelebene von (b) unter dem Konfokalmikroskop. Die griine Fluoreszenz des
Fusionsproteins SP(sp7)-GFP ist nun auch in kleinen Vesikeln und ER-&hnlichen Strukturen um den Zellkern zu
erkennen.

(h) Das nicht sekretierte DsRed1-Protein lokalisiert im Zytoplasma und diffundiert in den Zellkern.

(i) Uberlagerung von (g) und (h).

Die GréBenbalken reprasentieren in a-c jeweils 50 pm in allen anderen Bildern je 10 pum. Geflllte Pfeilkdpfe wei-
sen auf Zellkerne hin, ungefiillte Pfeilkdpfe auf Beispiele fiir Vesikel. Die gestrichelte Linie zeigt den Verlauf der
Plasmamembran.
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5.2.3 Die konstitutive Expression von SP7 férdert die Ausbildung der AM-
Symbiose

Um die Auswirkungen der konstitutiven Expression von SP7 in den M. truncatula hairy roots
auf die Ausbildung der symbiotischen Interaktion mit G. intraradices zu untersuchen wurden
Mykorrhizierungs-Experimente mit den transgenen Wurzellinien (Abschnitt 5.2.2) durchge-
fOhrt. HierfGr wurden die Wurzellinien die das vollstdndige SP7 oder SP7 ohne Signalpeptid
(SP7ASP) produzieren in dem in Kapitel 4.1 beschriebenen Zweikompartimentensystem mit
G. intraradices inokuliert. Zur Quantifizierung der Mykorrhizierung wurden nach 5 und 12
Tagen die Wurzeln von den Platten entnommen, gefarbt und entsprechend dem MYCO-
CALC-System beurteilt. Als Referenz wurde eine transgene Wurzelline (VK), transformiert
mit dem gleichen Vektorkonstrukt jedoch ohne SP7-Expression, herangezogen und gleich-
ermaBen behandelt. Zum Vergleich der Wurzeln wurden die Parameter F% (Frequenz/ Dich-
te der Mykorrhizierung im Wurzelsystem), M% (Intensitat der Mykorrhizierung), A% (A-
bundanz der Arbuskeln), |% (Abundanz der intraradikalen Hyphen) und App% (Abundanz
der Appressorien) verwendet.

Wie Abb. 5.12 zeigt, lie sich bereits nach 5 Tagen bei der SP7ASP-Linie eine in allen Pa-
rametern deutlich gesteigerte Mykorrhizierung im Vergleich zur Vektorkontrolle (VK) feststel-
len. Nach 12 Tagen konnten auch bei den SP7-exprimierenden Wurzeln eine signifikante
Steigerung in allen Parametern im Vergleich zur Vektorkontrolle ermittelt werden. In den
SP7ASP-Wurzeln trat dieser Effekt sogar noch in gesteigerter Form auf.
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5.12 Die Expression von SP7 fiihrt zur verbesserten Ausbildung der AM-Symbiose

Beurteilung des Mykorrhizierungslevels von SP7ASP-GFP und SP7-GFP hairy root Linien im Vergleich zur Vek-
torkontroll-Linie (VK) 5 bzw. 12 Tage nach der Inokulation (dpi). SP7ASP-GFP und SP7-GFP Wurzellinien zeigten
zu beiden Zeitpunkten eine weiter fortgeschrittene Mykorrhizierung als die Kontrollwurzeln. Die zur Bewertung
hinzugezogenen Parameter sind: Frequenz (F%) und Intensitédt (M%) der Mykorrhizierung sowie Abundanz der
intraradikalen Hyphen (%), der Arbuskeln (A%) und der Appressorien (App%).

Die Daten stellen die Verrechnung dreier biologischer Replikate je einer représentativen Linie fir jedes Konstrukt
dar. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte gegen die Werte aller Parameter der VK mit *p < 0.05 und **p <0.01.
Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.
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Bei Vergleich der gefarbten pilzlichen Strukturen unter dem Mikroskop, konnte kein phanoty-
pischer Unterschied zwischen den verschiedenen transgenen Wurzellinien festgestellt wer-
den.

Diese Resultate deuten an, dass es sich bei SP7 tatsachlich um das erste beschriebene
Effektorprotein eines AM-Pilzes handeln kénnte. Unbeantwortet hingegen bleibt weiterhin ob
SP7 alleine in der Lage ist diese Veranderungen des Mykorrhizierungsstatus der Pflanzen-
wurzeln hervorzurufen oder ob es dazu mit anderen pflanzlichen oder pilzlichen Proteinen
interagieren muss.

5.2.4 SP7 interagiert mit dem pflanzlichen Transkriptionsfaktor MtERF19 im
Pflanzenzellkern

Zur Untersuchung mdglicher pilzlicher sowie pflanzlicher Interaktionspartner von SP7, die
zum Versténdnis der Funktion von SP7 wahrend der AM-Symbiose beitragen kénnten, wur-
de eine Yeast two-Hybrid (Y2H) Analyse durchgeflhrt. Getestet wurde hierbei SPASP7 ge-
gen eine cDNA-Bank aus mykorrhizierten M. truncatula Wurzeln (Diplomarbeit Torsten Klug ,
2007). Nach dem erneuten Screen (Abb. 5.13 a) der beim Mating gewachsenen Kolonien,
verblieben 80 Klone, aus denen die cDNAs von 14 verschiedenen Proteinen isoliert werden
konnten. Mittels BLASTp-Suche konnten fur alle Klone homologe Proteine identifiziert wer-
den. Dabei handelte es sich ausschlieBlich um Proteine pflanzlichen Ursprungs. Typische
falsch-positive Klone wurden eliminiert, so dass schlussendlich 9 potentielle Kandidaten ver-
blieben (Tabelle 5-3).

Tabelle 5-3 Mit SP7 interagierende Proteine isoliert im Y2H Screen
Der grau hervorgehobene Kon SP7-R3 zeigte die starkste Interaktion mit SP7 und wurde fir weitere Untersu-
chungen ausgewahlt.

Klon Homologie (Blastp NCBI) E-Wert
SP7-R1 gb|EEF48816.1| SR45 (Arginin/Serin-reich 45); RNA-bindend [Arabidopsis thaliana] 1,00e-08
SP7-R2 ref|NP_199096.1] ;Nr:t;z?)gzr;d;z/zi%on RNP-1; kleine Untereinheit des U2 Hilfsfaktors 156198
SP7-R3 dbj|BAG50065.1| Transkriptionsfaktor AP2-EREBP [Lotus japonicus] 7,00e-45
SP7-R4 gb|EEF34643.1| RING-H2 Finger Protein ATL2J, putativ [Ricinus communis] 0.063
SP7-R6 gb|EEF48816.1| RNA-bindendes Protein S1, putativ [Ricinus communis) 3,00e-42
SP7-R15 ref[ XP_001780481.1| Prognostiziertes Protein [Physcomitrella patens) 2,00e-58
SP7-R19 ref[ XP_002312964.1| Pflanzen Synaptotagmin [Populus trichocarpal 1.9
SP7-R33 gb|ACJ85253.1| Unbekanntes Protein, Porin &hnlich [Medicago truncatula) 5,00e-148
SP7-R70 emb|CA042313.1| Nicht benanntes Protein Produkt: C2 domain [Vitis vinifera] 3,00e-37

Von diesen Klonen stellten, aufgrund ihrer zu erwartenden zellularen Lokalisation, im Beson-
deren die Klone SP7-R1, SP7-R2, SP7-R3 und SP7-R6 verheiBungsvolle Kandidaten flr
eine echte Interaktion dar. Drei Proteine (SP7-R1, SP7-R2, SP7-R6) zeigten die hdchste
Homologie zu RNA-bindenden Proteinen, die in alternatives SpleiBen involviert sind. Bei
Klon SP7-R3 handelte es sich um einen Transkriptionsfaktor der AP2-EREBP (APETALA2
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and ethylene-responsive element binding proteins) Familie. Dieser Klon wurde fir weiterfiih-
rende Experimente zur ndheren Charakterisierung ausgewahlt, da er im X-a-Galaktosidase-
Test zur Quantifizierung von Interaktionen, die stérkste Wechselwirkung mit SP7 zeigte (Abb.
5.13 b).

SP7-R1
SP7-R2
SP7-R3
o SP7-R4
SP7-R6

SP7-R12

RecT

SP7-R1

SP7-R2

SP7-R3

p53-RecT

SD -LWHA

5.13 Verifizierung der mit der Y2H-Methode isolierten potentiellen Interaktionspartner von SP7

(a) Re-Transformation der Y2H-Klone: Die im Screen isolierten Proteine wurden in einem Mating erneut gegen
SP7, sowie gegen das Protein Laminin (Lam), als Negativ-Kontrolle getestet. Auf SD-LWHA Medium bestétigten
alle Klone ihre Interaktion mit SP7 und zeigten zugleich kein Wachstum in Kombination mit Lam.

(b) X-a-Galactosidase Test zur Quantifizierung der Interaktion von SP7 mit verschiedenen potentiellen Interakti-
onspartnern, die mittels dem Y2H Screen identifiziert wurden. Eine Blaufarbung der Kolonie tritt nur bei einer
Interaktion des jeweiligen Proteins mit SP7 auf. Die Bezeichnungen der Klone kénnen Tabelle 5-3 enthnommen
werden. Als Kontrolle wurden ein Hefestamm, transformiert mit dem Konstrukt pGADT7-RecT/pGBKT7-p53,
aufgetragen. Die Blaufarbung dieses Stammes, kann als Referenz fir eine starke Interaktion hinzugezogen wer-
den. Der Klon SP7-R3 zeigte somit die starkste Interaktion aller getesteten Klone.

Im Y2H-Screen konnte nicht die vollstandige cDNA von MtERF19 isoliert werden. Jedoch
gelang es mir durch eine BLASTn-Suche im Medicago truncatula Gene Index den zugehdri-
gen N-Terminus zu identifizieren und eine vollstdndige chimare Sequenz aus zwei TCs
(TC118268 und TC116123) zu erstellen.
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Der nachste Verwandte von Klon SP7-R3 ist der Transkriptionsfactor ERF19 von Lotus ja-
ponicus (NCBI Genbank BAG50065). Aufgrund dieser Ahnlichkeit wurde Klon SP7-R3 der
Name MtERF19 zugewiesen.
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5.14 MtERF19 ist ein Transkrioptionsfaktor der Klasse IV der ERF Transkriptionsfaktoren

(a) ClustalW Alignement einiger Mitglieder der Klasse IV der ERF Transkriptionsfaktoren und LJERF1. Alle Mit-
glieder dieser Klasse enthalten das konservierte Motiv MCGGAII/L am Aminoterminus (blauer Kasten). Hoch
konservierte Bereiche befinden sich auch im Bereich der AP2-Doméne (roter Kasten) und dem coiled-coil Motiv
(gruner Kasten).

(b) Phylogenetischer Baum der ERF Transkriptondfaktoren der Klasse 1V. Der Baum basiert auf dem Alignement
(a) und wurde mit dem Programm MEGA 4.0 unter Verwendung des Neighbour-Joining-Algorithmuserstellt. Der
Transkriptionsfaktor LJERF1 wurde als outgroup eingesetzt. Er enthalt nicht das konservierte N-terminale Motif
der Klasse IV ERFs (a).
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MtERF19 gehdrt zu neuen Klasse IV der ERFs (Ethylen Response Factors) Transkriptions-
faktoren, welche durch die konservierte, N-termiale Aminosaurenfolge MCGGAII/L charakte-
risiert werden (Tournier et al., 2003). Eine systematische Suche nach weiteren konservierten
Motiven offenbarte die Préasenz einer AP2 DNA-Bindedoméane sowie eines coiled-coil-Motivs
am C-Terminus des Proteins. AuBerhalb dieser funktionellen Doméanen, zeigen die Mitglieder
der Klasse IV der ERFs kaum konservierte Sequenzen (Abb. 5.14).

Da bioinformatisch tberraschender Weise keine NLS identifiziert werden konnte, wurde die
subzellulare Lokalisation des putativen Transkriptionsfaktors Uberprift. Hierzu wurde der
vollstandigen ORFs mit Hilfe der Sequenzinformationen aus der Medicago-Datenbank ampli-
fiziert und als GFP-Fusionsprotein unter der Kontrolle des 35S Blumenkohl-Mosaik-Virus
Promotors (BMV) in N. benthamiana Blattern exprimiert. Wie Abb. 5.15 zeigt, konnte unter
dem Epifluoreszenzmikroskop eine eindeutige Lokalisation des GFP-markierten MtERFs im
pflanzlichen Zellkern observiert werden.

5.15 MtERF19 lokalisiert im Pflanzenzellkern

M{ERF19 exprimiert unter der Kontrolle des 35S BMV Promotors lokalisierte im Nukleus von transient transfor-
mierten N. benthamiana Blattern. Die Bilder sind epifluoreszenzmikroskopische Aufnahmen. In der rechten Ab-
bildung wurden der GFP- und der Hellfeld-Kanal iberlagert. Die GréBenbalken reprasentieren je 50 uM.

Da es bei Proteinen mit DNA-Bindedoménen zu falsch positiven Interaktionen in einem Y2H-
Screen kommen kann, aber auch um den Ort der Protein-Protein-Interaktion einzugrenzen,
wurde eine verklrzte Version von MtERF19 ohne AP2-Doméane (MERF19.4p,), in einem
direkten Mating mit SPASP7 auf eine Interaktion getestet (Abb. 5.16). Trotz der Verkirzung
konnte immer noch eine Interaktion zwischen SP7 und MtERF19 verzeichnet werden (Daten
nicht gezeigt). Die Interaktion von SP7 und MtERF19 scheint damit nicht oder zumindest
nicht nur an die AP2-Domaine des Transkriptionsfaktors gekoppelt zu sein. Da eine solche
Domane oft fir falschlicherweise positiv getestete Interaktionen verantwortlich ist, qualifiziert
dies die Wechselwirkung von SP7 und ERF19 weiter als tatsachliche Interaktion.

Mit Hilfe des 3-AT-Tests konnte ausgeschlossen werden, dass SP7 alleine in der Lage ist
das Reportergen HIS3 des Y2H-Screens zu induzieren. Proteine die selbst Uber transkripti-
onsaktivierende Eigenschaften verfigen sind in der Lage auch ohne Interaktionspartner das
HIS3 Reportergen zu transkribieren, was in einem falsch positiven Wachstum der Hefen re-
sultiert. 3-Amino-1,2,4-triazol (3-AT) ist ein kompetitiver Inhibitor des HIS3 Proteins und fihrt
dazu, dass trotz einer geringen Expression von HIS3 nicht gentigend Histidin synthetisiert
werden kann um der Hefe das Wachstum zu ermdglichen. Auch ganzlich ohne Zugabe von
3-AT konnte jedoch beim Test des SP7-Expressionskonstruktes kein Wachstum der Hefeko-
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lonien beobachtet werden. SP7 ist somit nicht in der Lage ohne Interaktionspartner die Y2H-
Reportergene zu aktivieren. Bei dem Protein handelt es sich also sehr wahrscheinlich nicht
um einen Transkriptionsfaktor, der alleine in die Genregulation der Pflanze eingreifen kann.
Durch die Interaktion mit MtERF19 kénnte jedoch eine solche Manipulation des Wirtes be-
werkstelligt werden. Zur Untersuchung dieser These wurden im Folgenden die Expression
von MtERF19 genauer analysiert.

i — — MtERF19 (305 AS)
 —— BN MIERF19 v2+ (244 AS)
I MtERF19 -apz (166 AS)

5.16 Schematischer Uberblick iiber die verschieden Versionen von MtERF19

Das vollstdndige MtERF19 Protein (303 AS) enthélt 3 charakteristische Doménen. Das klassenzuweisende
MCGGAII/L-Motiv (blau), die AP2-DNA-Bindedomane (rot) und ein coiled-coil Motiv (griin). Der im Y2H-Screen
isolierte Version (244 AS) fehlte der N-terminale Teil des Proteins, inklusive des MCGGAII/L-Motives. Eine ver-
kirzte Version des Proteins, beginnend nach der AP2 Doméane (166 AS) wurde fiir einen Interaktionstest mit SP7
generiert.

Zur Validierung der im Y2H gefunden Interaktion von SP7 und MtERF19 wurde eine Bimole-
kulare Fluoreszenz-Komplementations-Analyse (BiFC) in planta durchgefihrt SPASP7 und
MtERF19 wurden unter der Kontrolle des 35S BMV Promotors als N-terminale Fusion ent-
weder an den N-Terminus oder den C-Terminus von YFP mittels agrobakterieller Transfor-
mation exprimiert. Bei Interaktion der beiden zu testenden Proteine kommt es zur Komple-
mentierung von YFP und dadurch zu einem gelben Fluoreszenz-Signal. Als Kontrolle wurde
das Protein bZIP64 in den gleichen Vektorkonstrukten transformiert wie SP7 respektive
MtERF19. Der Transkriptionsfaktor bZIP64 bildet ein Homodimer der im Zellkern lokalisiert.
Wie Abb. 5.17 dokumentiert konnte sowohl bei der bZIP64-c/ pSPYCE-CYFP als auch bei
SP7ASP-NYFP/ MtERF19-CYFP eine eindeutige Lokalisation im Nukleus beobachtet wer-
den. Mit Hilfe der BiFC-Methode konnte somit die im Y2H-Screen entdeckte Interaktion von
SP7 und dem Transkriptionsfaktor MtERF19 bestatigt werden.
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5.17 Bimolekulare Fluoreszenz-Komplementations-Analyse(BiFC) der Interaktion von SP7 und MtERF19
in N. benthamina Blattern.

Die Expression der Proteine erfolgte unter Kontrolle des 35S BMV Promotors. Die rechte Spalte zeigt Epifluores-
zenzmikroskopische Aufnahmen. In der linken Spalte wurde jeweils der YFP-Kanal mit der Hellfeldaufnahme
Uberlagert. Die GréBenbalken stellen je 50 um dar.

(a-d) Die zur Kontrolle transformierten Fusionsproteine bZIP64-CYFP und bZIP64 NYFP bilden ein Dimer, wel-
ches im Pflanzenzellkern lokalisiert.

(e-h) Bei Transformation von MtERF19-CYFP und SP7ASP-NYFP in N. benthamina konnte nach 3 Tagen ein
deutliches YFP-Signal im Zellkern der transformierten Blatter beobachtet werden.
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5.2.5 SP7 wirkt der MtERF19-induzierten Abwehrreaktion entgegen

Far Mitglieder der Klasse IV der ERF Transkriptionsfaktoren, in die auch MtERF19 eingereiht
werden kann, konnte bereits gezeigt werden, dass sie als Reaktion auf eine Infektion durch
Pathogene, sowie bei mechanischen Verletzungen, abiotischem Stress und spezifisch durch
Ethylen, Jasmonsé&ure und/oder Salicylsdure induziert werden. Als Reaktion auf diese Induk-
tion aktivieren sie die Expression von Abwehrproteinen, indem sie an die GCC-Box in den
Promotoren der dazugehdérigen Gene binden (Tournier et al., 2003). Fir LJERF19 konnte 12
Tage nach der Inokulation mit Mesorhizobium loti eine Induktion nachgewiesen werden.
Desweiteren wurde der Transkriptionsfaktor besonders durch eine kombinierte Anwendung
von Ethylen und Jasmonsé&ure induziert (Asamizu et al., 2008).

Im Folgenden wurde die Expression von MtERF19 naher untersucht. Erste Eckdaten hierbei
konnten dem M. truncatula gene expression atlas (MtGEA) entnommen werden, wo
MtERF19 unter der Bezeichnung Mtr. 43313.1.S1_at zu finden ist (Abb.5.18). Die dort ver-
fligbaren Daten lassen keine signifikanten Anderungen der Expression von MtERF19 zwi-
schen der mykorrhizierten und der nicht mykorrhizierten Probe erkennen (grun). Im Gegen-
satz dazu lasst sich eine kontinuierliche Induktion von MtERF19 im Prozess der Knéllchen-
bildung observieren, welche ihren Hohepunkt nach 10 Tagen der Nodulation zeigt und dann
wieder abfallt (blau). Die héchste Transkript-Akkumulation wurde in Proben die mit dem Pa-
thogen Phymatotrichopsis omnivora in Kontakt standen (rot) und Zellkulturen, die mit Methyl-
Jasmonaten behandelt wurden (orange) aufgezeigt.

MtGEA: M. truncatula Gene Expression Atlas / Noble Foundation (http://mtgea.noble.org/v2)
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5.18 Expressionsprofil von MIERF19 im MtGEA

M{ERF19 (Mtr. 43313.1.S1_at) zeigt keine Regulation wahrend der AM-Symbiose (griin), scheint jedoch im Ver-
lauf der Nodulation induziert zu werden. Das hdchste Expressionslevel zeigt der Transkriptionsfaktor bei einer
Infektion der Wurzeln mit dem Pathogen P. omnivora (rot) und bei einer Behandlung einer Zell-Suspension mit
Methyl-Jasmonaten (orange).
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Die im MtGEA aufgefihrte AM Probe wurde nach 30 Tagen der Symbiose, also zu einem
relativ spaten Zeitpunkt auf das Transkriptlevel von MtERF19 untersucht. Zur genaueren
Analyse der Expression im Verlauf der Mykorrhizierung, wurden M. truncatula Pflanzchen,
wie in Kapitel 4.2.5 beschrieben, mykorrhiziert und 1, 12 und 25 Tage nach der Inokulation
(dpi) Proben entnommen. Mittels Real-Time RT-PCR wurde das Expressionslevel von
M{ERF19 in den jeweiligen Proben untersucht. Im Vergleich zu den gleichbehandelten Kon-
trollpflanzen zeigte sich nur beim friihestens Zeitpunkt eine leichte, transiente Induktion von
MtERF19 (Abb. 5.19).
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5.19 MtERF19 wird im Verlauf der AM-Symbiose kaum induziert

Im Verlauf der Mykorrhizierung mit G. intraradices lies sich in den Wurzeln von M. truncatula Pflanzchen nur nach
einem Tag eine leichte Induktion im Vergleich zur nicht-mykorrhizierten Kontrolle erkennen. Zu den spéteren
Testzeitpunkten konnten keine signifikanten Anderungen des Expressionslevels gezeigt werden.

(a) Expressionslevel von MtERF19 relativ zu MITEF.

(b) Induktion von MtERF19 normalisiert zu MtTEF und relativ zur jeweiligen nicht mykorrhizierten Kontrolle.

Die Daten stellen die Verrechnung dreier biologischer Replikate dar. Die Fehlerbalken reprasentieren die Stan-
dardabweichung.

Da viele Mitglieder der Klasse IV Familie der ERFs Pathogenitats-abhangig induziert werden,
wurde die Expression von MtERF19 in verschieden hairy root- Linien, die dem Pathogen
Colletotrichum trifolii fir 3 Tage ausgesetzt waren, untersucht (Abb.5.20).
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5.20 Die Expression von SP7 reduziert die Induktion von MtERF19 bei pathogenen Infektionen

Analyse der MtERF19 Expression nach Infektion stabiltransformierter M. truncatula hairy root Linien mit Colle-
totrichum trifolii. VK bezeichnet die Vektorkontroll-Linie.

(a) Expressionslevel von MtERF19 relativ zu MtTEF.

(b) Induktion von MtERF19 normalisiert zu MtTEF und relativ zur jeweiligen nicht infizierten Kontrolle.

Die Daten stellen die Verrechnung dreier biologischer Replikate dar je einer reprasentativen Linie fir jedes Kon-
strukt. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte gegen die Werte der infiziereten VK mit **p <0.01. Die Fehlerbal-
ken repréasentieren die Standardabweichung.
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In Ubereinstimmung mit unseren Erwartungen, aufgrund der Familienzugehérigkeit von
MtERF19, konnte in der Kontrollline (VK) eine starke Induktion detektiert werden Interessan-
terweise aber, konnte in gleich behandelten transgenen Wurzellinien, die entweder SPASP7
oder SP7 konstitutiv exprimierten nur noch eine um die Halfte reduzierte oder gar keine In-
duktion von MtERF19 gemessen werden.

Diese Resultate deuten an, dass ein direkter Zusammenhang zwischen der Expression von
SP7 und der Induktion des pathogenitats-abhangigen MtERF19 besteht. Welche weiterflih-
renden Folgen dieser regulatorische Eingriff des Pilzes flr seinen Pflanzenpartner hat, sollte
im Folgenden untersucht werden.

Von verschiedenen Gruppen konnte bereits gezeigt werden, dass die Uberexpression unter-
schiedlicher ERFs der Klasse IV in einer gesteigerten Resistenz gegeniber Pathogenen
resultiert (Lee et al., 2004; Lee et al., 2005; Zhang et al., 2009). Diese Reduktion der Infekti-
onen korrelierte mit der Aktivierung verschiedener abwehr-abhangiger Gene. Um diesen As-
pekt weiter zu erforschen wurde nach mdéglichen Zielgenen von MtERF19 gesucht. In Torre-
grosa et al. (2004) wird die Hochregulation zweier PR10 Genen 3 dpi nach Infektion mit C.
trifolii beschrieben. Die BLAST-Suche im MtGEA flihrte zu drei PR10-Proteinen (pathogene-
sis-related protein), von denen allerdings nur zwei in Abhangigkeit von der Infektion mit P.
omnivora induziert werden (Abb. 5.21). Die Proteine Mtr.12615.1.S1_at und
Mtr.42966.1.S1_at werden von nun an mit der Bezeichnung PR10a bzw. PR10b angefiihrt.

MEGEA: M. truncatula Gene Expression Atlas / Noble Foundation (http://mtgea.noble.org/vz)
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5.21 Expressionsprofil verschiedener PR10 Gene im MtGEA

MtPR10a (Mtr.12615.1.S1_at) und MtPR10b (Mtr.42966.1.S1_at) weisen eine deutliche Induktion bei der Be-
handlung mit dem Pathogen P. omnivora (rot) auf. Mtr.32017.1.S1_at hingegen zeigt unter gleichen Bedingungen
keine Regulation und wurde daher nicht weiter experimentell untersucht.

78



5 Ergebnisse

Die Expression der Abwehrgene PR10a und PR10b wurde in den mit dem Pathogen C. trifo-
li inkubierten hairy root-Linien untersucht. Tatséchlich konnte fir PR10b eine reduzierte
Hochregulation im Vergleich zur Vektorkontrolle beobachtet werden sowohl fir die SPASP7
exprimirenden Wurzellinien, als auch fir jene die konstitutiv das vollsténdige SP7 produzier-
ten. Fiir MtPR10a hingegen konnte keine signifikante Anderung des Induktionslevels festge-
stellt werden (Abb. 5.22).
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5.22 Die konstitutive Expression von SP7 reduziert die Induktion von PR10b

Transkript-Akkumulation von MtPR10b nach Infektion von stabil transformierten M. truncatula hairy root- Linien
mit C. trifolii. Im Vergleich zur Vektorkontroll-Linie (VK) war eine deutlich reduzierte Expression von MtPR10b in
den Linien SP7ASP-GFP und SP7-GFP zu erkennen. Bei MtPR10a konnte keine so eindeutige Anderung der
Induktion beobachtet werden.

(a) Expressionslevel von MtPR10b relativ zu MtTEF.

(b) Induktion von MtPR10a und MtPR10b normalisiert zu MtTEF und relativ zur jeweiligen nicht infizierten Kontrol-
le.

Die Daten stellen die Verrechnung dreier biologischer Replikate, je einer reprasentativen Linie fir jedes Kon-
strukt, dar. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte gegen die Werte der infizierten VK mit *p < 0.05 und **p
<0.01. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

Um weitergehend die Rolle von MtERF19 in planta, bzw. die Folgen der SP7-vermittelten
Regulation von MtERF19 zu untersuchen, wurden MtERF19-RNAi sowie Uberexpressions-
hairy root- Linien generiert und auf ihren Mykorrhizierungs-Phénotyp hin untersucht.

Zur Transkript-Reduktion wurde ein 234 bp Fragment von der -38 bp bis zur +196 bp Region
(hinsichtlich des ATGs) von MtERF19 aus gDNA amplifiziert und in den RNAi-vermittelnden
Vektor pK7GWIWGD(I1),0 rekombiniert. Das Fragment integriert in diesem Vektor sowohl
vorwarts, als auch in rickwartiger Orientierung. Bei einer Expression der Konstrukte unter
Kontrolle des 35S Promotors flihrt dies zur Ausbildung einer Hairpin-Struktur, die in dem Ab-
bau der zur dsRNA komplementaren mRNA resultiert. Durch Agrobakterielle Transformation
konnten zehn hairy root-Linien generiert werden. Fur vier dieser Linien konnte auch nach
mehreren Runden der Weiterkultivierung mittels Real-Time-PCR eine stabiles, reduziertes
Expressionslevel von MtERF19 im Vergleich zur Vektorkontrolle und der Linie ARquat
(Transformationskontrolle) ermittelt werden (Abb. 5.23). Besonders die Linien ERF19-RNAi2
und ERF19-RNAI3 zeigten eine signifikante Transkript-Reduktion von 83% bzw 72%. Keine
der Linien zeigte im nicht-mykorrhizierten Zustand Entwicklungsdefekte irgendeiner Art.
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5.23 Erfolgreiche Reduktion der MtERF19-Transkipt-Menge durch RNAi in M. truncatula hairy roots.

(a) Expressionslevel von MtERF19 relativ zu MtTEF.

(b) Induktion von MtERF19 normalisiert zu MtTEF und relativ zur Vektorkontrolle (VK).

Die Daten stellen die Verrechnung dreier biologischer Replikate dar. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte
gegen die Werte der infizierten VK mit *p < 0.05. Die Fehlerbalken repréasentieren die Standardabweichung.

Die Mykorrhizierungsexperimente wurden mit mehreren RNAi-Linien durchgefuhrt und eine
mit dem leeren Vektor transformierte Kontroll-Linie als Referenz eingesetzt. Abb. 5.24 zeigt
die Verrechnung von drei Replikaten der reprasentativen Linie ERF19-RNAi2. Bereits 5 Tage
nach der Inokulation lieBen sich bei dieser Linie eine eindeutig gesteigerte Mykorrhizierung
bezlglich aller untersuchten Parameter ermitteln. Die reduzierte Menge an MtERF19 Tran-
skripten wirkte sich somit bereits zu diesem friihen Zeitpunkt der Symbiose férderlich auf die
pilzliche Kolonisation der Pflanze aus.
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5.24 RNAi von MtERF19 fiihrt zu einem erhohten Level der pilzlichen Kolonisation in M. truncatula hairy
roots

Beurteilung des Mykorrhizierungslevels der RNAi-Linie ERF19-RNAi2. Im Vergleich zur Vektorkontroll-Linie

(VK) zeigte die RNAi-Linie zu beiden Zeitpunkten eine weiter fortgeschrittene Mykorrhizierung. Die zur Bewertung
hinzugezogenen Parameter: Frequenz (F%) und Intensitat (M%) der Mykorrhizierung sowie Abundanz der intra-
radikalen Hyphen (1%), der Arbuskeln (A%) und der Appressorien (App%).

Die Daten stellen die Verrechnung dreier biologischer Replikate je einer reprasentativen VK- und ERF19-RNAi-
Linie dar Die Berechnung der Signifikanz erfolgte gegen die Werte aller Parameter der VK mit *p < 0.05 und **p
<0.01. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.
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Auch zum zweiten Zeitpunkt der Probenahme, nach 12 Tagen, konnte eine signifikante Stei-
gerung des Mykorrhizierungsgrades in der RNAi-Linie im Vergleich zur Vektorkontrolle ob-
serviert werden. Die Reduktion der Transkriptmenge von MtERF19 fuhrte somit zu einem
vergleichbaren Phanotyp wie die konstitutive Expression von SP7. Dies stitzt die These,
dass SP7 regulierend in die Transkriptakkumulation von MtERF19 in den Pflanzenzellen ein-
greift.

Zur Uberexpression von MtERF19 wurde das vollstindige ORF des Gens unter Kontrolle
des 35S BMV Promotors im Vektor pCGFP-RedRoot exprimiert. Von den 10 resultierenden
hairy root-Linien wurden sechs Linien nach mehreren Kulturzyklen zur Analyse des Expres-
sionslevels von MtERF19 mittels Real-Time-PCR ausgewahlt. Eine stabile und signifikante
Uberexpression konnte hierbei bei den Linien ERF19-OE3 und ERF19-OE6 im Vergleich zur
Transformations- und zur Vektorkontrolle vermerkt werden (Abb. 5.25). Die Wurzeln zeigten
im nicht-symbiotischen Zustand keine Wachstumsabnormalitaten im Vergleich zu den Kon-
trolllinien und auch keine sonstigen phanotypischen Auffélligkeiten.
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5.25 Stabile Uberexpression von MtERF19 in zwei M. truncatula hairy root Linien

Uberexpression von MtERF19 in hairy root-Linien transformiert mit MtERF19 unter der Kontrolle des 35S BMV
Promotors.

(a) Expressionslevel von MtERF19 relativ zu M{TEF.

(b) Induktion von MtERF19 normalisiert zu MtTEF und relativ zur Vektorkontrolle.

Die Daten stellen die Verrechnung dreier biologischer Replikate dar. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte
gegen die Vektorkontrolle (VK) mit *p < 0.05. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

Far die in vitro Mykorrhizierung wurde die Linie ERF19-OE6 eingesetzt in der die Expression
von MtERF19 im Vergleich zur Vektorkontrolllinie 77% gesteigert war. Fir diese Linie konnte
sowohl nach 5 Tagen, als auch nach 12 Tagen der Inokulation ein geringerer Grad der My-
korrhizierung beobachtet werden, als in der gleich behandelten Kontrollprobe (Abb. 5.26).
Die Uberexpression von MtERF19 filhrte somit zum gegenteiligen Phanotyp bei der Mykor-
rhizierung wie das RNAi-Experiment. Dieses Ergebnis bestatigte somit aber die Annahme
dass die Interaktion von SP7 mit MtERF19 zu einer Reduktion des Transkripts des Tran-
skriptionsfaktors flhrt, was sich wiederum positiv auf die Etablierung der AM in den transge-
nen Wurzeln auswirkt.
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5.26 Die Uberexpression von MtERF19 wirkt sich negativ auf die pilzliche Kolonisierung aus

Beurteilung des Mykorrhizierungslevels 5 und 12 Tage nach der Inokulation (dpi) mit G. intraradices. Die
MtERF19-Uberexpressionslinie ERF19-OE6 zeigte im Vergleich zur Vektorkontrolle (VK) eine weniger fortge-
schrittene Ausbildung der AM-Symbiose bezlglich aller untersuchten Parameter [Frequenz (F%) und Intensitat
(M%) der Mykorrhizierung sowie Abundanz von der intraradikalen Hyphen (1%), der Arbuskeln (A%) und der Ap-
pressorien (App%)]-

Die Daten stellen die Verrechnung dreier biologischer Replikate je einer reprasentativen Linie fir jedes Konstrukt
dar. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte gegen die Werte aller Parameter der VK mit *p < 0.05 und **p
<0.01. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

Es ist bekannt, dass mindestens zwei Signalkaskaden zur Etablierung der AM erforderlich
sind (Kuhn et al., 2010). Der SYM-Signalweg beruht maBgeblich auf der Funktion der Protei-
ne DMI1, DMI2 und DMI3 (Kapitel 2.1). Im Folgenden wurde in Zusammenarbeit mit Hannah
Kuhn getestet, ob die Induktion von MtERF19 in Abhangigkeit von einem dieser drei Proteine
erfolgt. Hierzu wurden hairy root-Linien mit Mutationen (Kapitel 3.1.9) in je einem der drei
DMI Gene, mit Hyphen von G. intraradices induziert und die Expression von M{ERF19 mit
der Expression in nicht induzierten Kontrollwurzeln sowie der hairy root Kontrolllinie Arquai
verglichen. Die Induktion erfolgte fir 24h, da sich wie aus Abb. 5.19 ersichtlich nur zu diesem
frihen Zeitpunkt eine leichte Induktion von MtERF19 im Verlauf der Mykorrhizierung messen
lieB.

Jedoch zeigte keine der getesteten Linien eine signifikante Anderung des Expressionslevels
von MtERF19 weder im Vergleich zum nicht mykorrhizierten Zustand noch im Vergleich zu
den ARqua1l Linien (Abb. 5.27). Auffallig war jedoch, dass bei den beiden getesteten DMI3
Linien die niedrigste Induktion bzw. sogar eine Reduktion der Expression vorlag. Ob dies ein
tatsachlicher Effekt der Mutation in DMI3 ist, sollte daher noch einmal Gberprift werden. Auf-
grund der nur sehr schwachen Induktion von MtERF19 in der AM, kénnte auch ein tatsachli-
cher Effekt nur sehr schwach ausfallen. Zum jetzigen Zeitpunkt lasst sich aber keine Rolle
der SYM-Signalkaskade in der Regulation der Expression von MtERF19 belegen.
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5.27 Die nur leichte Induktion von MtERF19 wahrend der AM-Symbiose ist unabhangig von der SYM-
Signalkaskade

(a) Expressionslevel von MtERF19 relativ zu M{TEF.

(b) Induktion von MtERF19 normalisiert zu MtTEF und relativ zur Kontrolle.

Die Daten stellen die Verrechnung dreier biologischer Replikate dar. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte

gegen die Kontrollprobe ergab keine Signifikante Regulation. Die Fehlerbalken représentieren die Standardab-
weichung.
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5.2.6 MAMP-induzierte Expression von MtERF19

In vorangegangenen Experimenten konnte ich zeigen, dass die Expression von M{ERF19
durch die Behandlung mit dem Pathogen C. trifollii stark, jedoch bei Kontakt mit G. intrara-
dices nur leicht und transient induziert wird. Es ist bekannt dass die Perzeption von ver-
schiedenen MAMPs (Microbe associated Molekular Pattern) zur Induktion einer schnellen
Abwehrreaktion fihrt, die neben der Produktion von ROS und einer Alkalinisation des Medi-
ums auch die Produktion von Ethylen beinhaltet (Felix et al., 1999; Goémez-Gémez und
Boller, 2000). Dies kénnte zur Induktion von MtERF19 fihren. Daher sollte im Folgenden
untersucht werden ob und welche MAMPs far eine Induktion des M. truncatula Transkripti-
onsfaktors verantwortlich sind.

Zu diesem Zwecke wurden von verschiedenen pathogenen sowie apathogenen Pilzen Ex-
trakte der Sporen und Hyphen vorbereitet, in M-Medium aufgenommen und M. truncatula
Keimlinge darin fir 6 h bzw. 24 h inkubiert. Kontrollpflanzen wurden 6 h bzw. 24 h in M-
Medium gehalten. Mit Hilfe einer Real-Time-PCR Analyse wurde die Induktion von MtERF19
als Reaktion auf die unterschiedlichen Extrakte ermittelt. Zudem wurden die Proben hinsicht-
lich der Expression von MtPR10b untersucht, ein Abwehr-abhangiges Protein, das wahrend
der Infektion von hairy roots mit C. trifolii deutlich hochreguliert wurde. Desweitern wurde die
Transkriptmenge von MtAP2 gemessen. Hierbei handelt es sich um das nachste M. truncatu-
la Homolog eines Arabidopsis thaliana Transkriptionsfaktors, dessen Expression als Antwort
auf Chitin -ein bekanntes pilzliches MAMP- hochreguliert wird (Abb. 5.28)

Die Behandlung der Pflanzchen mit den Pilzextrakten flihrte sowohl nach 6 h sowie nach 24
h zu einer klaren Induktion von MtERF19 in allen getesteten Extrakten. Ebenso lieB sich bei
allen Proben eine starke Induktion des Abwehr-Gens MtPR10b observieren. Dieser Effekt
zeigte sich bereits nach 6 h, war aber in den Proben des zweiten Testzeitpunkts noch deutli-
cher zu erkennen. Fur MtAP2 hingegen konnte eine Akkumulation des Transkriptes im Be-
sonderen nach 6 Stunden beobachtet werden, was der typischen schnellen Reaktion der
Pflanzenzelle bei Perzeption von Chitin entspricht (Ramonell et al., 2002). Da dieses Indukti-
onsmuster jedoch nicht mit dem von M{ERF19 korreliert, ist es eher unwahrscheinlich, dass
es sich bei Chitin um das gesuchte MAMP handelt. In einem weiteren Experiment wurde von
Hannah Kuhn getestet ob die Applikation von Chitin aus Krabbenpanzern oder von Chitotet-
raose auf Pflanzchen zu einer Induktion von MtERF19 fuhrt. Eine solche Beobachtung konn-
te allerdings nicht gemacht werden (nicht publizierte Daten, Hannah Kuhn).

Die unterschiedlichen Levels der Induktionsstarke bei den verschiedenen Pilzextrakten kdnn-
ten auf die unterschiedliche Zusammensetzung der pilzlichen Zellen bzw. unterschiedliche
Mengen des M{ERF19 induzierenden MAMPs zurlckzufihren sein. Allerdings lasst sich die-
se These mit diesem Experiment nicht belegen, da es sich methodisch als extrem schwierig
erwies exakt gleiche Mengen an Pilzmaterial fir die Herstellung der Extrakte einzusetzen.
Dieses Experiment l&sst jedoch darauf schlieBen, dass die Expression von MtERF19 durch
ein gelaufiges pilzliches MAMP erfolgt. Chitin konnte als eben diese ausgeschlossen wer-
den.
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5.28 Extrakte verschiedener Pilze induzieren die Expression von MtERF19
Transkript-Akkumulation von MtERF19 6 und 24 Stunden nach der Induktion (hpi) von M. truncatula Wurzeln mit

Sporenextrakten verschiedener Pilze.

(a) Expressionslevel von MtERF19 relativ zu MtTEF.
(b) Induktion von MtERF19 normalisiert zu MtTEF und relativ zur Kontrolle.

Die Daten stellen die Verrechnung dreier biologischer Replikate dar. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte
gegen die Kontrollprobe mit *p < 0.05 und **p <0.01. In (b) wurde aus Grinden der Ubersichtlichkeit auf die An-
gabe der Signifikanz verzichtet. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.
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Da sich im Verlauf der Mykorrhizierung im Gegensatz zur Behandlung mit dem Pathogen C.
trifolii keine eindeutige Induktion von MtERF19 ermitteln lieB, sollte nun geklart werden, ob
dies auf das Fehlen des MtERF19-aktivierenden MAMPs bei AM-Pilzen zurtckzufuhren ist.
Aus diesem Grund wurde auch aus Sporen von G. intraradices ein vergleichbares Extrakt
angefertigt und M. truncatula Pflanzchen, sowie hairy roots fir 6h und 24h damit inkubiert.
Uberraschenderweise zeigte sich in beiden getesteten Pflanzenproben nach 24 h eine Induk-
tion von MtERF19, vergleichbar mit der durch die anderen Pilzextrakte ausgelésten Expres-
sionszunahme (Abb. 5.29).
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5.29 G. intraradices MAMPs induzieren die Expression von MItERF19

Transkript Akkumulation von MtERF19 in der Wurzeln von M. truncatula Pflanzchen, sowie in hairy roots 6 und 24
Stunden nach der Inokulation mit einem Extrakt aus G. intraradices Sporen.

(a) Expressionslevel von MtERF19 relativ zu MtTEF.

(b) Induktion von MtERF19 normalisiert zu MtTEF und relativ zur Kontrolle.

Die Daten stellen die Verrechnung dreier biologischer Replikate dar. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte
gegen die jeweilige Kontrollprobe mit **p <0.01. Die Fehlerbalken repréasentieren die Standardabweichung.

Um diese Entdeckung weiter molekular zu untersuchen, wurden in den fir 24 h dem G. intra-
radices Sporenextrakt ausgesetzten Pflanzchen, die Transkript Akkumulation von PR10b via
Real-Time-PCR analysiert. Auch hier zeigte sich kein Unterschied zu den vorangegangen
Extrakten anderer Pilze. Nach 24 Stunden konnte eine hoch signifikante Induktion von
MtPR10b und eine etwas leichtere von MtPR10a festgestellt werden (Abb. 5.30).

Dies lasst vermuten, dass die abgemilderte Induktion von MtERF19 und MtPR10b auf die
Effektorwirkung von SP7 oder andere vom AM-Pilz sezernierter Molekile zuriickzufiihren ist.
Diese Entdeckung, dass ein AM-pilzlichen Proteins in der Lage ist Teile der Immunabwehr
der Pflanze zu unterdriicken, stellt eine fundamentale und neue Erkenntnis dar, die weitgrei-
fenden Folgen fur das Verstédndnis der AM-Symbiose haben kénnte.
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5.30 G. intraradices MAMPs induzieren pflanzliche PR-Gene

(a) Expressionslevel von MtPR10a und MtPR10b relativ zu MtTEF.

(b) Induktion von MtPR10a und MtPR10b normalisiert zu MtTEF und relativ zur jeweiligen nicht infizierten Kontrol-
le.

Die Daten stellen die Verrechnung dreier biologischer Replikate je einer reprasentativen Linie fir jedes Konstrukt
dar. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte gegen die Werte der infiziereten VK mit *p < 0.05 und **p <0.01. Die
Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.
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5.2.7 SP7 verlangert die biotrophe Phase der Wurzelinfektion des Reis-
Pathogens Magnaporthe oryzae

Die bisherigen Resultate deuten darauf hin, dass das Protein SP7 Uber die Interaktion mit
dem Transkriptionsfaktor MtERF19 eine Rolle dabei spielt, die MAMP induzierte Immunitat
der Pflanzen (PTI) abzuwenden und so dem Pilz die Etablierung des biotrophen Status zu
ermdglichen. Um diese These zu Uberprifen und um zu testen, ob es sich bei SP7 um einen
Luniversellen* Effektor handelt, der auch in anderen Pilz-Pflanze-Interaktionen funktionell ist,
wurde SP7 in Magnaporthe oryzae exprimiert. M. oryzea ist der Erreger des Reisbrandes
und ein wirtschaftlich bedeutendes Pflanzenpathogen in tropischen und subtropischen Regi-
onen. Lange Zeit war M. oryzae nur als Schadling der Reisblatter bekannt, doch wie Sesma
und Osbourn (2004) zeigen konnten, kann der Pilz auch Uber deren Wurzeln die Reispflan-
zen systemisch infizieren. Der Schéadling verfolgt eine hemibiotrophe Lebensweise bei Infek-
tionen: Nach einer kurzen biotrophen Phase erfolgt der Wechsel zu necrotropher Lebens-
weise. Aus diesem Grund erscheint M. oryzae als sehr geeigneter Organismus zur Untersu-
chung der Auswirkungen von SP7 wahrend des Infektionsprozesses. Effektorfunktionen, die
der Etablierung/ Beibehaltung der biotrophen Phase bei AM-Pilzen dienen, kénnten bei M.
oryzae in einem Hinauszdgern des Wechsels zum nekrotrophen Wachstum resultieren.

Die Expression von SP7 erfolgte als Fusionsprotein mit dem rot fluoreszierenden Protein
mRFP kontrolliert durch den Tox-Promotor aus Pyrenophora triticirepentis. Hierflir wurde der
bindre Vektor pK7TRWG2,0 wie in Abschnitt 4.2.9. beschrieben modifiziert und mit einer
BASTA-Resistenz-Kassette zur Selektion der erfolgreich transformierten M. oryzae- Kolonien
auf BASTA-supplementierten Komplettmedium ausgestattet (Abb. 5.31). Transformiert wurde
der griin leuchtende Stamm ASGFP, der einen mit dem Wildtyp vergleichbaren Phanotyp
wahrend des Infektionsprozesses zeigt.

Die aus der Transformation resultierenden Kolonien wurden durch Southern Blot Analyse,
unter Verwendung von Sonden komplementér zu SP7 bzw. der BASTA-Kassette untersucht.
Als Kontrollen wurde gDNA aus dem untransformierten ASGFP sowie dem, die BASTA-
Kassette enthaltenden, Stamm Aerl1 eingesetzt. Wie Abb. 5.31 zeigt handelte es sich nur bei
den Klonen SP7-mRFP-1 und SP7-mRFP-3 um echte Transformanten, bei denen die einma-
lige Integration der BASTA-Kassette und von SP7 nachgewiesen werden konnte. Die im Fol-
genden beschriebenen Experimente wurden mit diesen beiden Stammen durchgefihrt.

Zunachst wurde die Funktionalitéat der Expression von SP7 sowie der Sekretion des Proteins
in diesem heterologen System Uberprift. Der Zwiebelhdutchen Test (Abschnitt 4.2.10) bietet
hierflr eine ausgezeichnete Moglichkeit. Bei dieser Methode kénnen die Bildung von Ap-
pressorien und invasiver Hyphen im Verlaufe des Infektionsprozesses des Pflanzenpartners
unter dem Mikroskop sehr gut beobachtet und dokumentiert werden. Die Methode wurde
leicht modifiziert durchgefuhrt, um das Abtéten der Zwiebelzellen im Verlauf der Préparation
zu vermeiden. Die isolierten Zwiebelhdutchen wurden dann auf einem Objekttrager platziert
und mit einemTropfen einer Sporensuspension der verschiedenen Stamme inokuliert. Nach
24 h sowie 48 h wurde die Appressorienbildung, sowie die Ausbildung intrazellulérer Infekti-
onsstrukturen unter dem Konfokalmikroskop Uberprift. Tatsachlich konnte eine Akkumulation
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von SP7-mRFP in den Zellkernen der Zwiebelzellen beobachtet werden (Abb. 5.32 a,b ).
Dies beinhaltet eine erfolgreiche vorangegangene Sekretion und Translokation des Fusions-
proteins in die Pflanzenzelle. Das rote Leuchten der Zellkerne konnte nur in Zellen beobach-
tet werden, die eindeutig von einem Appressorium, meist direkt an den Zellkernen, penetriert
wurden. Bei Kontrollinfektionen mit dem Stamm ASGFP war hingegen keine solche Fluores-
zenz zu beobachten, auch wenn Appressorien die Zellen penetrierten (Abb. 5.32 c).

Das Protein SP7 aus G. intraradices konnte somit erfolgreich in M. oryzae exprimiert werden.
Dieses Experiment diente desweitern auch als finaler Beweis, der erfolgreichen Sekretion
von SP7 und erganzte so die Ergebnisse des YSSTs und der vorangegangenen Lokalisati-
onsstudien in M. truncatula und N. benthamiana. Durch Modifikation des Zwiebelhdutchen
Tests, konnte eine neue Methode zur einfachen Uberpriifung der Lokalisation potentieller
Effektorproteine etabliert werden. Besonders fir genetisch nur schwer zugéangliche Organis-
men, wie AM-Pilzen, stellt dieses System eine hervorragende Erganzung zur Untersuchung
Pathogenitats bzw. Symbiose relevanter Gene.

—

SK'T 'SP?' HFP I
P ox m Sonde: BASTA Sonde: SP7

ASGFP terl1  ASGFP-SP7-mRFP
(KO18) — 2 3

10 kb Sonde: SP7

8 kb

Sonde: BASTA
10 kb
8 kb

5.31 Verifizierung der Transformation des M. oryzae Stammes ASGFP

Oben: Bindres Vektorkonstrukt, dass verwendet wurde flr die Transformation von ASGFP zur Expression von
SP7-mRFP unter der Kontrolle des konstitutiven ToxA Promotors. Die Hybridisierungszonen der fur die Southern
Blot Analyse verwendeten Sonden SP7 und BASTA sind eingezeichnet.

Unten: Southern Blot Analyse von drei transformierten Stdmmen (ASGFP-SP7-mRFP1-3) und von zwei Kontroll
Stdémmen, dem Parentalstamm ASGFP und dem BASTA-resistenten Aerl1. Nur die Transformanten 1 und 3 er-
wiesen sich als echte Transformanten mit Insertionen von SP7 sowie der BASTA-Kassette.
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5.32 Erfolgreicher in vivo SP7 Sekretionsassy in M. oryzae ASGFP
Die Expression von SP7-mRFP erfolgte unter Kontrolle des ToxA Promotors im grun-fluoreszienden M oryzae

Stamm ASGFP.
(a,b) Akkumulation von SP7-mRFP in den Zellkernen von penetrierten Zwiebelepidermiszellen. Bei den dunklen

Punkten handelt es sich um die melanisierten Appressorien von M. oryzae. (1-4) Allm&hliche Zunahme der roten
Fluoreszenz durch SP7-mRFP: (1) uninfizierte Zelle, (2) junges Appressorium, (3) junge invasive Hyphe (Pfeil) (4)

abgeschlossene Effektortranslokation.
(c) Keine rote Fluoreszenz der Nuklei ist zu beobachten, wenn der Infektionsassay mit dem Parentalstamm AS-

GFP durchgeflhrt wird.
Bei den Aufnahmen handelt es sich um Maximalprojektionen mehrerer konfokaler Ebenen. Die GréBenbalken

reprasentieren je 10 um.
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Um nun die Folgen der Expression von SP7 im Verlaufe der Infektion mit dem Pathogen M.
oryzae zu untersuchen wurden Reispflanzen mit Hyphen des Stammes AS-GFP bzw. der
SP7-exprimierenden Stamme SP7-mRFP-1 und SP7-mRFP-3 infiziert. Hierzu wurden Hy-
phen der jeweiligen Stdmme auf einer Cellophan-Membran auf Fahraeus-Schragagarplatten
ausgebracht. Nach zwei Tagen wurden gekeimte Reissamen auf dem Agar platziert und fir
eine Woche mit den Pilzen koinkubiert. Zur Beurteilung der Starke der Infektion wurden Fo-
tos der Pflanzenwurzeln angefertigt (Abb. 5.33 a) und diese von mehreren Begutachtern
unabhangig voneinander und ohne Kenntnis der Identitdt der Proben bezlglich dem Grad
der Nekrose und der Wurzellange beurteilt (Abb. 5.33 b). Im Vergleich zur Kontrolle waren
die Wurzeln der mit ASGFP infizierten Pflanzen viel kiirzer und weniger entwickelt. Wurzeln
hingegen, die mit den SP7-exprimierenden Stdmmen infiziert wurden zeigten eine mit uninfi-
zierten Kontrollwurzeln (Mock) vergleichbare Wurzelmorphologie. Sowohl die mit den SP7-
mRFP Stdmmen als auch mit ASGFP infizierten Wurzel wiesen klar ersichtlich nekrotische
Bereiche, vergleichbarer Infektionsstarke auf. Jedoch, bezogen auf die Lange der Wurzel,
konnte fUr die SP7-exprimierenden Wurzeln ein fir die Pflanze glnstigeres Wurzellén-
ge/Nekrose Verhéltnis statuiert werden.

Da M. oryzae in erster Linie als ein Pathogen der Reisblatter bekannt ist wurden auch Reis-
pflanzchen durch eine Sprih-Inokulation mit Sporen der zu testenden Stdmme infiziert und
nach vier Tagen Bléatter aller Pflanzen hinsichtlich der Starke der Infektion bewertet. Beim
Vergleich der jeweils am starksten und am schwachsten infizierten Blatter lies sich in der
Wildtyp Infektion eine leicht gréBere Menge nekrotischer Lasionen erkennen, als in den mit
SP7-mRFP Stdmmen infizierten Blattern (Abb. 5.34). Beim Vergleich aller infizierten Blatter
kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Stdmmen konstatiert werden.
Auch bei der Untersuchung der Appressorien-Bildung auf hydrophoben Oberflachen konnten
keinen wesentlichen Unterschiede zwischen den verschiedenen Stdmmen observiert werden
(Daten nicht gezeigt).

Um diese phénotypische Beobachtung auch auf dem Gen-Level zu untersuchen, wurde die
Expression zweier PR10 Gene in den infizierten Pflanzenwurzeln untersucht. Die Gene
OsPR10a und OsPR10b werden bekannterweise in Reis wahrend der Infektion mit M. o-
ryzae induziert (Marcel et al., 2010; Plett et al., 2011). Fur beide Gene konnte eine klare Re-
duktion der Induktion im Vergleich zu den mit ASGFP- infizierten Pflanzen detektiert werden
(Abb. 5.35).

Diese Resultate deuten darauf hin, dass es sich bei SP7 tatsachlich um einen generellen
Effektor handelt, der ,durch Regulation der Immunabwehr der Pflanze, eine wichtige Funkti-
on in der Etablierung/ Beibehaltung des biotrophen Status einnimmt. Die Kenntnis eines sol-
chen Effektorproteins, das in parasitischen Interaktionen zur MaBigung des Wirtes flhren
kann, stellt eine aufregende Entdeckung dar, die auch im Bereich der nachhaltigen Landwirt-
schaft Anwendung finden kdnnte.
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5.33 SP7 mildert die Symptome der Wurzelinfektion mit M. oryzae

(a) Reispflanzen 10 Tage nach der Inokulation mit den SP7-exprimierenden M. oryzae Stammen (SP7-mRFP-1,
orange und SP7-mRFP-3, rot), dem Parentalstammm ASGFP (griin) oder der nicht-infizierten Kontrolle (blau). Im
Vergleich zur Infektion mit ASGFP zeigen die Wurzeln in die SP7 transloziert wurde keine so starke n Verénde-
rungen der Wurzelmorphologie, im Besonderen der lateralen Wurzeln.

(b) Evaluierung der Lange der Reiswurzeln 10 Tage nach der Inokulation mit ASGFP (griin), SP7-mRFP-1 (oran-
ge) oder SP7-mRFP-3 (rot) im Vergleich zur nicht infizierten Kontrolle (Mock, blau). Drei biologische Replikate mit
jeweils 4 Pflanzen wurden ausgewertet. Die Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung. Die Berech-
nung der Signifikanz erfolgte gegen die Mock-Probe und wird angezeigt mit ** (p < 0.01).
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Stérksten infizierten Blétter Schwéchsten infizierten Blétter

5.34 Spriihinfektion von Reisblattern mit den SP7-exprimierenden M. oryzae Stdmmen

Nach vier Tagen konnten keine signifikanten Unterschiede bei der Infektion der Blatter mit ASGFP (griin) und den
Stammen SP7-mRFP-1 (orange) und SP7-mRFP-3 (rot) festgestellt werden. Abgebildet sind die jeweils starksten
sowie schwachsten infizierten Blatter aller Testpflanzen.
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5.35 Reduzierte Expression zweier Reis PR-Gene bei Expression von SP7 wahrend des Infektionsprozes-

se

OsPR10a und OsPR10b Transkript-Akkumulation in Reiswurzeln 4 und 10 Tage nach der Infektion mit den M.
oryzae Stammen ASGFP (grun), SP7-mRFP-1 (SP7-1, orange) und SP7-mRFP-3 (SP7-3, rot). In den SP7-
exprimierenden Stdmmen konnte eine reduzierte Induktion beider PR-Gene im Vergleich zur Infektion mit dem
Parentalstamm gemessen werden. In der nicht infizierten Kontrolle (Mock, blau), werden die Gene nicht expri-

miert.

(a) Expressionslevel von OsPR10a und OsPR10b relativ zu OsTEF.
(b) Induktion von OsPR10a und OsPR10b normalisiert zu OsTEF und relativ zur Kontrolle.
Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung dreier biologischer Replikate. Die Berechnung der
Signifikanz erfolgte gegen die Expression im Stamm ASGFP mit *p < 0,05 und **p < 0,01.
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6 Diskussion

6.1 Sekretierte Proteine in der AM

In aktuellen Genomprojekten und Sekretomstudien konnte gezeigt werden, dass sekretierte
Proteine einen beachtlichen Teil des Proteoms von pathogenen Pilzen ausmachen. Fur Usti-
lago maydis konnten insgesamt 426, fir Magnaporthe oryzae sogar 739 dem Sekretom zu-
gehorige Gene ermittelt werden. Dies entspricht einem ungeféhren Anteil von 7% des Ge-
samtproteoms dieser Pilze (Dean et al., 2005; Kamper et al., 2006). Die Anzahl der sekretier-
ten Proteine von M. oryzae ist damit fast zweimal so hoch wie die des nicht pathogenen Pil-
zes Neurospora crassa (Dean et al., 2005). Dies ist ein weiteres Indiz fir die fundamentale
Bedeutung der sekretierten Proteine bei der Interaktion von pathogenen Pilzen und ihrem
Wirt. Fir mutualistische Interaktionen zwischen Pilz und Pflanze bietet die Sequenzierung
des Ektomykorrhizapilzes Laccaria bicolor erste Einblicke in die Ausstattung an sekretierten
Proteinen, die zur Ausbildung und Aufrechterhaltung des biotrophen Status notwendig sind
(Martin et al., 2008). Bei L. bicolor, dem bisher gr6Bten sequenzierten pilzlichen Genom,
konnten sogar fir 2931 Proteine eine wahrscheinliche Sekretion vorhergesagt werden.

In dieser Arbeit konnten mit Hilfe eines modifizierten YSST die mRNAs von 17 verschiede-
nen Proteinen identifiziert werden, die im Verlauf der AM-Symbiose von G. intraradices sek-
retiert werden. Diese Zahl erscheint verschwindend gering im Vergleich zu der fir L. bicolor
beschriebenen Menge zur Sekretion annotierter Proteine. Jedoch geben diese Proteine, bis
das Genom von G. intraradices verflugbar wird, erste und einzige Auskiinfte Uber das Sekre-
tom eines AM-Pilzes. Durch Vergleich mehrerer cDNA-Banken, reprasentativ fir verschiede-
ne Phasen den Symbiose, war es zudem maéglich einen Einblick tGber die Veranderungen der
Zusammenstellung der sekretierten Proteine im Verlauf der AM zu erhalten. So konnte ge-
zeigt werden, dass im Besonderen in der frGhen symbiotischen Phase, in der es zur Kon-
taktaufnahme sowie der Etablierung der Partnerschaft kommt, eine Vielzahl an Proteinen
sekretiert wird. Eine Beteiligung einiger dieser Proteine am Signalaustausch zwischen Pilz
und Pflanzenwirt oder eine Rolle als pilzlicher Virulenzfaktor scheint daher sehr wahrschein-
lich.

Bei der YSST-Methode zur ldentifizierung sekretierter Proteine handelt es sich um einen
funktionellen Screen auf cDNAs mit Signalpeptiden. Dies bietet den Vorteil, dass alle Uber
diese Methode identifizierten Proteine direkt ihre tatsdchliche Sekretion unter Beweis stellen
konnten. Viele der sekretierten Proteine der oben genannten Genomstudien wurden hinge-
gen nur aufgrund bioinformatischer Vorhersagen dem Sekretom der entsprechenden Pilze
zugeteilt. Letzte Sicherheit lber ihre tatséchliche Sekretion fehlt also. Mit den Klonen SP10,
SP78 und SP66 konnten zudem 3 Proteine im YSST identifiziert werden, deren Sekretion
nicht nach dem konventionellen Mechanismus erfolgt und fir die somit bioinformatisch keine
Sekretion mittels Signalpeptid prognostiziert werden kann. Durch die Proteine Avrk und
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Avra10 von Blumeria graminis sind jedoch bereits zwei Effektoren beschrieben, deren Sekre-
tion ebenfalls nicht Gber das ER erfolgt (Ridout et. al., 2006). Die YSST-Methode bietet somit
auch die Méglichkeit solche Effektorproteine funktionell zu identifizieren.

Zuséatzlich zu den 17 von G. intraradices isolierten mRNAs, konnten auch 4 mRNAs pflanzli-
chen Ursprungs isoliert werden. Alle diese Klone konnten aus der cDNA-Bank ,induziert®
isoliert werden, die nur pflanzliches Material der direkten Kontaktstellen von Pilz und Pflanze
enthalt. Proteine der Pflanze, die in diesem Bereich exprimiert werden, kénnten auch fur die
AM von Bedeutung sein. Unter den 4 Klonen befanden sich zwei rezeptor-ahnliche Kinasen
(RLK). Viele RLKs Ubernehmen wichtige Funktionen in der Signalerkennung und Signalver-
mittlung. Ein prominentes Beispiel stellt die RLK DMI2 dar, die sowohl fiir die AM-Symbiose
als auch die RNS eine wichtige Rolle einnimmt. Sie ist von zentraler Bedeutung im SYM-
Signalweg, der nach Perzeption mikrobieller Signale schnell zur Aktivierung symbiotischer
Gene fuhrt (Stracke et al.,, 2002). Obgleich viele Arbeitsgruppen an diesem Signalweg for-
schen, konnten immer noch nicht alle Komponenten der Signalkaskade entschlisselt wer-
den. Eine weitere RLK in einer DMI2 Ubergeordneten Rolle wére hierbei durchaus denkbar.
Zudem konnten Kuhn et al. (2010) zeigen, dass auch unabhangig von DMI2 die Perzeption
pilzlicher Signale erfolgt. Ein Rezeptor der diese Signale integriert konnte bisher noch nicht
identifiziert werden.

Die mit Abstand am haufigsten im YSST isolierte mRNA konnte einem pflanzlichen Extensin
zugeordnet werden. Extensine sind Glycoproteine der Pflanzenzellwand. Verschiedenste
Forschungsarbeiten deuten darauf hin, dass diese Proteine bei der Reaktion der Pflanze auf
mechanische Verletzungen, sowie auf pathogenen Befall von Bedeutung sind
(zusammengefasst von Bowles, 1990). Inter- und intramolekulare Vernetzungen zwischen
Tyrosinresten der Molekile resultieren in stark verflochtenen Extensin Netzwerken, die die
Zellwand stéarken und eine Barriere flr invasive Pathogene bilden (Esquerré-Tugayé et al.,
1997; Showalter et al., 1985). Dadurch wird die Verbreitung der Pathogene bereits im Vorfeld
der Aktivierung der transkriptions-abhéngigen Abwehr verlangsamt (Bradley et al., 1992;
Brisson et al., 1995). Die groBe Prasenz der mRNA eines Extensins in der friihen und auch
spaten Phase der AM, lasst auf eine hohe Expression dieser Zellwandproteine schlieBen.
Ebenso wie Pathogene scheinen AM-Pilze die Pflanzenabwehr anzuregen was im Aufbau
dieser ersten Barriere resultieren kénnte. Diese Annahme entspricht dem Befund, dass es in
der frihen Phase der AM zu der Auslésung einer transienten Abwehr- und Stressreaktion
von Seiten der Pflanze kommt (Spanu et al., 1989, Bonanomi et al, 2001, Garcia-Garrido
und Ocampo, 2002; Liu et al., 2003). Umso notwendiger erscheint es, dass der Pilzpartner
diesen Reaktionen zeitnah z.B. durch Effektorproteine entgegenwirken kann.Wie diese Klone
zeigen lasst sich die YSST-Methode somit auch einsetzten um fur die Symbiose interessante
Proteine des Pflanzenpartners zu identifizieren.

Fir viele der isolierten, von G. intraradices sekretierten Proteine konnten in der NCBI Daten-
bank keine homologen Proteine identifiziert werden bzw. nur Proteine mit einem relativ nied-
rigen MaB an Homologie zugeordnet werden (E-Wert >1). Auch die Suche nach bekannten
Domanen, die Rickschllsse auf die Funktion dieser Proteinen geben kénnte, verlief oft er-
folglos. Dies kann in manchen Faéllen auf die nur kurzen, vorhandenen cDNA Sequenzen
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zurtickzufiihren sein, die mittels des YSST isoliert werden konnten. Doch auch fir L. bicolor
konnte nach der Sequenzierung fir 67% der sekretierten Proteine keine Funktion zugeordnet
werden. Von diesen Proteinen wiederum konnten 82% als spezifisch fir den Ektomykorrhi-
zapilz eingeordnet werden (Martin et al., 2008). Daher ist es wahrscheinlicher, dass es sich
auch bei den unbekannten, sekretierten Proteinen von G. intraradices um spezifische Prote-
ine des AM-Pilzes handelt, die sehr spezielle Aufgaben in der AM lGbernehmen und z.B. die
Etablierung des biotrophen Status gewéahrleisten.

6.2 Die SP7-Proteinfamilie - Eine neuartige Familie potentieller
Effektorproteine

Die Proteine SP7, SP14, und SP31 sowie das chimare Protein ¢c118621 kénnen aufgrund
struktureller Ahnlichkeiten zu einer Proteinfamilie zusammengefasst werden. Dieser konnten
bisher keine homolgen Proteine auBerhalb von G. intraradices zugeordnet werden. Diese
Tatsache spricht fir eine spezifische Rolle dieser Proteine in der Ausbildung der Symbiose
zwischen G. intraradices und seinen Wirtspflanzen.

Effektorproteine prokaryotischer und eukaryotischer Pathogene weisen typischerweise einen
modularen Aufbau aus mehreren Domanen auf mit einer N-terminalen Doméne, die zur Sek-
retion beféhigt und einer oder mehreren C-terminalen, funktionellen Einheiten (Sory et al.,
1995; Mudgett et al., 1997; Rosenbrock et al., 2007). Dieser Aufbau I&sst sich auch bei den
Mitgliedern der SP7-Proteinfamilie beobachten. Hinter dem N-terminalen SP findet sich eine
kurze konservierte Region unbekannter Funktion, dann jeweils ein NLS und ein durch Se-
quenzwiederholungen ebenfalls modular gegliederter C-Terminus. Hierbei féllt auf, dass im
Besonderen die Bereiche des Signalpeptids, der Region unbekannter Funktion und des NLS
hoch konserviert sind, wahrend die C-terminalen Bereiche sich zwar in dem haufigen Vor-
kommen der Aminosauren Asp, Tyr und Lys, jedoch nicht in ihrer Sequenz gleichen. Gene,
die fur Effektoren kodieren sind erwartungsgeman vorrangige Ziele der evolutionaren Kréafte,
die die Koevolution zwischen Wirt und Pflanze vorantreiben (Ma und Guttman, 2008). Tat-
sachlich haben sich viele Effektorgene im Vergleich zu anderen Genen der Pathogenen
durch positive Selektion beschleunigt weiterentwickelt und zeigen signifikant héhere Raten
der synonymen, sowie nicht-synonymen Nukleotid Substitution (Allen et al., 2004; Dodds et
al., 2006; Win et al., 2007). Bei modularen Effektorproteinen stehen hierbei die verschiede-
nen Domaéanen unter unterschiedlichem Selektionsdruck. Domanen die der Sekretion,
Translokation oder Lokalisation im Wirt dienen sind davon weniger betroffen, als die Module,
die fUr die Effektorwirkung verantwortlich sind (Stavrinides et al., 2006; Ma und Guttman,
2008; Win et al., 2007). Die SP7-Familie kénnte somit auf ein urspriingliches Gen zurlickzu-
fihren sein, das sich, im Laufe der Koevolution mit den Pflanzen, schnell weiterentwickelt hat
und so in den heutigen, bisher vier verschiedenen Proteinen resultierte. Weiterhin weisen
diese Beobachtungen an pathogenen Effektorproteinen darauf hin, dass der C-terminale
Repeatbereich der Familienmitglieder fur die jeweilige Effektorfunktion von Bedeutung ist.
Fir die anderen Proteindoménen hingegen sind vielmehr Aufgaben in der Ubertragung des
Proteins von Pilz zu Pflanze bzw. dort, in der Positionierung am pflanzlichen Zielort des Ef-
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fektors vorstellbar. Mdglich ware somit dass, nach Sekretion der Proteine mit Hilfe des SPs,
die kurze Doméane unbekannter Funktion fir die Translokation der Effektorproteine in die
Pflanze verantwortlich ist, von wo aus sie durch das NLS in den Pflanzenkern transportiert
werden. Bisher wurden allerdings noch keine Untersuchungen vorgenommen, die diese
These stlitzen kénnten. Denkbar ware jedoch eine Mutation oder Deletion dieses kurzen
Bereiches zum Beispiel durch Site-Directed. Mutagenesis. Durch anschlieBende in planta
Expression des resultierenden Proteins fusioniert mit GFP kénnte die Bedeutung dieser Re-
gion fur Translokation und Lokalisation der Proteine aufgeklart werden.

Generell ist bis zum jetzigen Zeitpunkt nur sehr wenig Uber den Mechanismus der Transloka-
tion der Effektorproteine filamentéser Pilze in ihre Wirtspflanzen bekannt. Im Gegensatz zu
bakteriellen Effektoren, die durch das Typ lll Sekretionssystem direkt in den Wirt injiziert
werden, mussen die Effektorproteine von Pilzen und Oomyzeten durch einen anderen Me-
chanismus in die Zelle aufgenommen werden. Fur letztere konnte eine konserviertes Motiv
(RXLR) beschrieben werden, das fur die Translokation der Effektorproteine notwendig und
hinreichend ist (Whisson et al., 2007). Die Existenz &hnlicher konservierter Doméanen in fila-
mentdsen Pilzen konnte bisher jedoch nicht zweifelsfrei bestéatigt werden. Eine weitere Még-
lichkeit der Aufnahme des SP7 Proteins in die Zelle bestiinde durch rezeptor-vermittelte En-
dozytose. Der Befund, dass einige Pilz- und Oomyzeten- Effektoren durch Binden des Phos-
phatidylinositol-3-Phosphat (PI-3-P) der Zelloberflachen transloziert werden kdnnen steht
derzeit noch unter reger Diskussion. Vermittelt werden soll diese Rezeptorbindung durch
Variationen des RXLR-Motivs in den Effektorproteinen (Kale et al., 2010). Wahrend einer
persénlichen Kommunikation mit Brett Tyler, dem korrespondierenden Autor dieser Publika-
tion, deutete dieser auf vergleichbare Motive auch in der Sequenz von SP7 hin.

Interessanterweise weisen die Repeats von SP7 eine schwache Ahnlichkeit mit dem Hamo-
lysin-artigen calcium-bindenden Repeatmotiv auf. Dieses Motiv kann ebenso beim Protein
NodO von Rhizobium leguminosarum vorgefunden werden. Dieses Protein ist in der Lage
Poren in der Zytoplasmamembran von Leguminosen zu formen, wodurch es bei der Perzep-
tion der Nod Faktoren assistiert (Economou et al.,, 1990, Economou et al., 1994; Sutton et
al., 1994). Die Antwort auf die Frage nach der Aufnahme von SP7 in die Zelle, kénnte also,
trotz des geringen Konservationsgrades in den Repeats selbst zu finden sein. Wie Abb. 5.2 b
zeigt weisen die Repeats von SP31, trotz der unterschiedlichen Sequenz, den gleichen hyd-
rophilen Charakter, und somit eine ahnliche Struktur auf wie die Repeats von SP7. Sollte der
Schlissel zur Translokation von SP7 also tatsachlich in der Zusammensetzung seines C-
Terminus zu finden sein, wird dieser Mechanismus hdchstwahrscheinlich auch fir SP31
funktionieren.
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6.3 SP7 - das erste Effektorprotein in der AM-Symbiose

Bei der Etablierung der AM-Symbiose wird im Gegensatz zu den meisten Pathogen-Wirt In-
teraktionen nur eine leichte und transiente Abwehrreaktion der Pflanze induziert (Spanu et
al., 1989; Bonanomi et al., 2001; Garcia-Garrido und Ocampo, 2002; Liu et al., 2003). Ein
Effektorprotein, das in diesen Prozess regulierend eingreift, sollte daher bereits zu einem
frihen Zeitpunkt der Symbiose aktiv sein, um die Kolonisierung der Pflanze durch den Pilz
zu ermoglichen. Weiterhin sollte es aber auch zu einem spéateren Zeitpunkt der AM expri-
miert werden, um durch eine dauerhafte Unterdriickung der pflanzlichen Abwehrreaktion zur
Etablierung des biotrophen Status beizutragen.

Im YSST konnte das Protein SP7 aus allen getesteten cDNA-Banken isoliert werden und
zeigte somit Présenz zu allen Phasen der AM-Symbiose. Dieses erste Anzeichen fur eine
fast konstitutive Expression wahrend der Symbiose konnten durch detaillierte Real-Time
PCR Analysen bestétigt werden. Hierbei zeigte sich, dass auch ohne Kontakt zur Pflanze
eine leichte Induktion von SP7 vorliegt, aber erst in rAumlicher Nahe zu einem Wirt eine
deutliche Induktion erfolgt. Aus evolutionarer Sicht macht dies durchaus Sinn, da die Kosten
der Proteinproduktion eingespart werden, bis das Protein akut benétigt wird. Dennoch ist
immer eine geringe Menge des Effektors vorhanden und dieser somit jederzeit schnell ver-
flgbar. Interessant wére es in diesem Zusammenhang zu Uberprifen ob die Induktion von
SP7 den direkten Kontakt mit der Wirtspflanze benétigt oder ob ein diffusibles Signal der
Wirtspflanze ausreicht. Getestet werden kénnte dies durch eine einfache Separierung der
Interaktionspartner durch einen Cellophanmembran (Kuhn et al.; 2010). Bei einem solchen
Experiment kdnnten zum Vergleich auch Wurzeln einer nicht-Wirtspflanze getestet werden,
um AM-spezifische von allgemeinen pflanzlichen Signalen zu unterscheiden. In planta zeigte
sich die héchste Induktion von SP7 wahrend der AM. Auch im Wirt scheint das Protein also
notwendig zu sein um den Fortbestand der Symbiose zu sichern.

Eine Uberaus interessante Entdeckung bei der Untersuchung der Expression des SP7 Pro-
teins stellte der Befund da, dass verschiedene, in ihrer Repeat-Zusammenstellung variieren-
de, Versionen des Proteins aus den verschiedenen cDNA-Banken isoliert werden konnten.
Eine detaillierte Southern Blot Analyse dieses Sachverhaltes konnte zudem aufzeigen, dass
die Verteilung dieser Versionen nicht gleichmaBig ist, sondern in den verschiedenen Ent-
wicklungsphasen der AM unterschiedliche SP7-Populationen bevorzugt werden. Die langste
theoretisch mdgliche Version (1,8 kb) scheint hierbei eine Sonderstellung einzunehmen,
denn sie lasst sich zu jedem Zeitpunkt der Symbiose detektieren. Denkbar wére also, dass
diese Version fur die Grundfunktion des SP7-Proteins notwendig ist und in Abhangigkeit der
Entwicklungsphase von den kirzeren Populationen unterstitzt wird. Inwieweit dieses fr jede
Wirtspflanze in gleichem MaBe zutrifft, wurde in dieser Arbeit nicht untersucht, ware aber, in
Anbetracht des enormen Wirtsspektrums der AM-Pilze ein sehr interessantes Experiment.

Das Protein SP7 zeichnet sich im Vergleich zu den anderen Mitgliedern der SP7-
Proteinfamilie durch seine klar strukturierten Repeats aus und wurde auch deshalb fir weite-
re Studien ausgewahlt. Nur durch diese Eigenschaft des Proteins war es so mdéglich, die ver-
schiedenen SP7-Populationen miteinander und mit der gDNA zu vergleichen und die fehlen-
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denden Bereiche zu identifizieren. Konventionelle Intron-Exon-Grenzen lieBen sich nur im
Bereich des Signalpeptids auffinden, wo sie zur Entfernung eine 68s bp Introns wéhrend des
klassischen SpleiBvorgangs beitragen. Fir den Rest des Proteins konnten jedoch trotz in-
tensiver Bemihungen keine eindeutigen alternativen SpleiBstellen festgelegt werden, die
jede Version erklaren kdnnten. Dennoch liegt die Vermutung nahe, dass die verschiedenen
Versionen auf alternatives SpleiBen nach einem Exon-Skipping dhnlichen Mechanismus zu-
rickzufihren sind (Abb. 6.1).
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6.1 Alternatives SpleiBen fiihrt zu den verschiedenen SP7 Populationen

Die SP7 Populationen 1,2 kb, 0,9 kb, 0,8 kb und 0,25 kb lassen sich durch alternatives SpleiBen mit unkonventio-
nellen SpleiBstellen aus der gDNA/1,9 kb Version gewinnen. Eine genaue Lokalisation der SpleiBstellen ist je-
doch nicht méglich. Farblich gleiche Blécke repréasentieren gleiche Sequenzfolgen innerhalb der Repeats (vgl.
Abb. 5.4). Nur bei im Innern beschrifteten Blécken Iasst sich eindeutig nachverfolgen auf welchen Repeat der 1,9
kb Population sie zurlickzufiihren sind.

(a) Nicht alle Sequenzfolgen kdnnen einer urspriinglichen Position in der 1,9 kb Population zugewiesen werden.
Die SpleiBstellen miissen sich in den Bereichen dieser nicht eindeutig zuordenbaren Sequenzwiederholungen
befinden. Der potentielle Ursprung dieser Blocke ist Uber den Blécken notiert und die Anzahl der sich daraus
ergebenden Kombinationen steht hinter der jeweiligen Sequenz geschrieben.

(b) Far die 1,2 kb-Population sind 4 der theoretisch méglichen 48 Kombinationen an Repeats dargestellt, die
diese Population ergeben wiirden und nicht durch genaue Sequenzanalyse ausgeschlossen werden konnten. Die
in den jeweiligen Versionen gespleiBen Teile sind weiB dargestellt. Die genaue Position der SpleiBstellen, l&asst
sich somit unmdglich vorhersagen.

Aufgrund der sehr hohen Identitédt zwischen SP14 und SP31 kénnten auch diese beiden Pro-
teine verschiedene SpleiBvarianten ein und derselben mRNA sein. Da die Repeatstruktur
dieser Proteine aber wesentlich uniberschaubarer ist als die von SP7, konnte dies bisher
nicht geklart werden, obgleich die genomische Sequenz von SP31 bekannt ist (Bachelorar-
beit Ruben Betz). Unbekannt ist bislang auch noch, welche Population bzw. Mindestldnge
des SP7 Proteins zur Entfaltung seiner Effektorwirkung notwendig ist. Im Rahmen einer Dip-
lomarbeit wurden solche Untersuchungen jedoch bereits initiiert. Klar scheint allerdings, dass
eine solch komplexe Proteinstruktur eng mit der Funktion des Proteins innerhalb der Zelle in
Verbindung steht.

Im Allgemeinen kdnnen Effektorproteine die im Apoplasten wirken und intrazellular aktive
Effektoren unterschieden werden. Extrazellulare Effektorproteine zeichnen sich h&ufig durch
eine cysteinreiche Struktur aus. Dieser Aufbau ermdglicht die Ausbildung zahlreicher Disul-
fidbrlicken, die zur Stabilisierung des Proteins im proteasenreichen Apoplasten beitragen
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sollen (van den Hooven et al., 2001). Da dies bei SP7 nicht der Fall ist und auch der Logik
eines NLS widersprechen wiirde, handelt es sich bei SP7 sehr wahrscheinlich um ein intra-
zellular wirkendes Protein. Zur Uberpriifung dieser Vermutung wurden verschiedene Lokali-
sationsstudien mit dem potentiellen Effektor durchgefiihrt.

Durch das Fehlen eines stabilen Transformationssytems fiir G. intraradices wurde die sub-
zellulare Lokalisation von SP7 in verschiedenen heterologen Systemen Uberpriift. Eine aus-
schlieBlich nukleare Lokalisation des Proteins innerhalb der Pflanze wurde durch ektopische
Expression von SP7-GFP (inklusive SP) in M. truncatula Wurzeln nachgewiesen. Dass die-
ser Lokalisation von SP7 dessen Sekretion und Wiederaufnahme durch die Pflanzenzelle
vorausging, konnte durch Bestatigung der Funktionalitdt des SPs gezeigt werden: Signalpep-
tide sind im Allgemeinen zwischen verschiedenen Spezies in ihrer Funktionalitdt hoch kon-
serviert (Gilmore, 1993). Durch den YSST konnte bereits gezeigt werden, dass das SP von
SP7 auch in Hefe zur Sekretion des Proteins Uber das ER beféhigt. Bei diesem Sekretions-
pfad, werden die Proteine in Vesikel verpackt und via Exozytose nach auBen abgegeben.
Bei Expression von SP7-GFP in N. benthamiana lieBen sich im GFP-Kanal solche Vesikel
erkennen, die in der DsRed1 Kontrolle nicht auftraten. Es handelte sich dabei also sehr
wahrscheinlich um sekretorische Vesikeln in die das Fusionsprotein im ER zur Abgabe in
den Apoplasten verpackt wurde. Ebensolche Vesikel konnten auch bei der Expression von
SPsp7)-GFP, dem Signalpeptid von SP7 fusioniert an GFP, detektiert werden. Die Lokalisati-
on von SPgp7.GFP war zudem vergleichbar mit der von SPpr1).GFP, einem pflanzlichen Pro-
tein, dessen tatsachliche Sekretion in N. benthamiana als verlasslich angenommen werden
kann. Einen letzten Beweis fir die Funktionalitdt des SP von SP7 konnte durch die in vivo
Sekretion des Proteins im M. oryzae-Zwiebelhautchen gegeben werden. Aufgrund der erwie-
senen Sekretion von SP7 durch die Pflanzenzelle kann jedoch eine Lokalisation des Proteins
im Zellkern derselben nur nach einer erneuten Aufnahme des Proteins erfolgen. Dieser Ein-
tritt in die Pflanzenzelle geschah im Falle der ektopischen Expression in der Pflanze unab-
héngig von der Prasenz anderer pilzlicher Faktoren, so dass gefolgert werden kann, dass
SP7 alleine in der Lage ist seine Aufnahme in die Wirtszelle zu vermitteln. Nach der Translo-
kation in die Pflanzenzelle wird SP7 dann mit Hilfe des NLS in den Pflanzenzellkern trans-
portiert. Die Funktionalitdt des NLS wurde zusétzlich durch Expression von SP7-GFP in dem
filamentésen Ascomyzeten A. nidulans bestétigt. In diesem System konnte SP7 ohne SP
eindeutig im Zellerkern des Pilzes observiert werden. Alle diese Resultate kdnnen als hinrei-
chender Beweis der Sekretion, eigenstandigen Translokation und Kernlokalisation von SP7-
GFP aufgefasst werden und bestatigen somit die Rolle des Proteins als pilzlicher Effektor.

Uberraschenderweise konnte bei der Expression in planta keine eindeutige Lokalisation fiir
SP7ASP-GFP beobachtet werden, sondern eine Verteilung des Proteins in der Zelle &hnlich
der DsRed1-Kontrolle. Eine Erklarung fir dieses Ergebnis ware, dass in diesen Proben,
durch die fehlende Sekretion des Proteins, die intrazellulare Konzentration des GFP-
Fusionsprotein so hoch ist, dass es, wie bei Uberexpressionen éfter zu beobachten ist, auch
zu artifiziellen Lokalisationen kommen kann. Fir viele Proteine sind post-translationale Modi-
fikationen zur Erfullung ihrer vollen Aktivitat essentiell. Sekretierte Proteine werden direkt im
ER und im Golgi-Apparat auf verschiedenste Weise modifiziert. Das fehlende Durchlaufen
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des ER-gebundenen Sekretionspfads kénnte sich somit auf die Funktionalitat des NLS oder
des ganzen SP7ASP Proteins auswirken. Ohne funktionelles Lokalisationssignal wirde sich
das Protein, ebenso wie DsRed1, im Zytoplasma verteilen und in den Zellkern diffundieren.
Diese Theorie widerspricht aber dem erfolgreichen Nachweis von SP7ASP im Zellkern von
A. nidulans. Die nicht eindeutige subzellulare Lokalisation des Proteins in M. truncatula ist
somit vermutlich tats&chlich als ein Artefakt der Uberexpression zu erachten.

Erste Hinweise auf eine tatséchliche Effektorwirkung von SP7 konnten bei der Mykorrhizie-
rung der SP7-exprimierenden M. truncatula Wurzeln gemacht werden. Bei allen getesteten
SP7-GFP und SP7ASP-GFP Linien konnte eine im Vergleich zu Kontrollwurzeln signifikant
erhdhte Kolonisierung der Wurzeln durch G. intraradices ermittelt werden. In den SP7ASP-
GFP Linien war der Effekt sogar noch deutlicher zu beobachten als in den SP7-GFP Wur-
zeln. Dies ist vermutlich auch ein Effekt der héheren Effektorkonzentration in diesen Zellen,
resultierend aus der fehlenden Sekretion des Proteins. Zu beachten bleibt bei diesem Expe-
riment, dass in den Kontrollwurzeln zwar SP7 nicht von der Pflanze selbst produziert wird,
jedoch selbstverstandlich auch das wahrend der Kolonisation von G. intraradices sekretierte
SP7 aktiv ist. In den transgenen SP7-exprimierenden Linien kommt es zu einer Vermischung
der Proteine aus beiden Quellen. Um die Bedeutung von SP7 fir die AM genau definieren zu
kénnen, ware es daher auBerst interessant die Mykorrhizierung ohne SP7 Expression zu
untersuchen. Bisher ist es nicht mdglich einen Knock-Out des Proteins in G. intraradices
herzustellen. Doch die in Nowara et al. (2010) beschriebene Methode des Host Induced Ge-
ne Silencing (HIGS) kénnte in diesem Zusammenhang wirkungsvoll eingesetzt werden. Die-
se Methode basiert auf dem engen Kontakt von Wirt und Mikroorganismus wahrend dem
nicht nur Nahrstoffe sondern auch mRNAs ausgetauscht werden (Westwood et al., 2009).
RNAi-Konstrukte, die auf pilzliche Transkripte abzielen kénnen so zunachst im Wirt expri-
miert werden. Von dort gelangen sie durch den mRNA-Austausch zwischen den Partnern
auch in den Pilz, wo sie ihre Wirkung entfalten kénnen. In unserer Arbeitsgruppe konnte die-
se Methode bereits erfolgreich fur AM-Pilze eingesetzt werden (Nicole Helber, im Druck).
Daher wurde auch im Rahmen dieser Arbeit ein solches Konstrukt fir SP7 konstruiert. Das
Konstrukt beinhaltete einen Repeat des SP7-Proteins und wurde mittels Agrobakteriell-
vermittelter Transformation in M. truncatula exprimiert. Erste Tests auf das Expressionslevel
von SP7 in diesen Linien bei Kolonisation mit G. intraradices konnten jedoch keine eindeuti-
ge Reduktion der SP7 Tanskriptmenge belegen (Daten nicht gezeigt). Ein zweites Konstrukt,
das einen gréBeren Teil von SP7 umfasst, wurde bereits angefertigt, konnte allerdings noch
nicht getestet werden.
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6.4 Durch Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor MtERF19
untergrabt SP7 die Abwehrreaktion der Pflanze

Um fortfihrend die Rolle von SP7 im Verlauf der AM zu entschlisseln wurde eine Y2H Ana-
lyse durchgefiihrt, wobei das Effektorprotein als Bait eingesetzt wurde. Besonderes Interesse
weckte hierbei der Befund, dass es sich gleich bei drei der potentiellen Interaktionspartner
von SP7 (SP7-R1, SP7-R2, SP7-R6) um RNA-bindende Proteine handelte, flir deren Homo-
loge eine Beteiligung am Prozess des alternativen SpleiBens nachgewiesen ist (Golovkin
und Reddy, 1999; Mayeda et al., 1999; Zolotukhin et al., 2001). In verschiedenen Studien
konnte bereits der Einsatz von alternativem SpleiBen als Regulationsmechanismus einiger
Resistenzgene (R Gene) nachgewiesen werden (Dinesh-Kumar et al., 2000; Halterman et
al., 2003; Ferrier-Cana et al., 2005; Zhang und Gassmann , 2007).

Pflanzliche R Gene erkennen Effektorproteine oder deren Auswirkungen und lésen im Fol-
genden die effektivere zweite Linie der Pflanzenabwehr aus, die haufig in einer Hypersensiti-
ve response und damit im lokalen Zelltod der Pflanze resultiert. Da die Expression dieser
Gene dadurch aber auch schédlich fur die Pflanzen sein kann, muss der Prozess der Aktivie-
rung streng und auf verschiedenen Ebenen reguliert werden. Der Mechanismus des alterna-
tiven SpleiBens stellt eine solche regulatorische Ebene dar.

In Abhangigkeit des R Gens kénnen die alternativen Transkripte die Expression der R Gene
entweder reduzieren oder fUr verklrzte R Proteine codieren, die sich férderlich auf die Akti-
vierung der Abwehrreaktion auswirken (Gassmann, 2008). Durch Interaktion mit Komponen-
ten des alternativen SpleiBosoms kénnte SP7 regulatorisch in diesen Prozess eingreifen und
entweder die Induktion der Abwehrreaktion durch die R-Proteine verhindern oder die Erken-
nung anderer pilzlicher Proteine durch die R Proteine unterbinden.

Viele RNA-binde Proteine weisen ebenso wie SP7 einen modularen Aufbau auf, bestehend
aus zahlreichen Repeats einfacher Bindedomanen. Durch diese Konstruktionsweise kann
RNA mit einer hdheren Spezifitat gebunden werden, was im Besonderen bei den nur
schwach konservierten SpleiBstellen eukaryotischer mRNA von Bedeutung ist (Perez et al.,
2003; Deka et al., 2005; Sickmier et al., 2006, Lunde et al., 2007). Die Repeatstruktur von
SP7 kdénnte somit perfekt auf die Struktur der RNA-bindenden Proteine abgestimmt sein.
Anderseits kénnte aber natiirlich auch diese Ahnlichkeit im Aufbau zu einer félschlichen In-
teraktion wahrend des Y2H Screens geflihrt haben. Bei einer, im Rahmen einer Bachelorar-
beit durchgefihrten Interaktionsstudie mit SP31 als Bait, wurde interessanterweise auch der
Klon SP7-R6 als Interaktionspartner identifiziert (Bachelorarbeit Ruben Betz). In der gleichen
Arbeit konnte auch eine schwache Interaktion von MtERF19 und SP31 nachgewiesen wer-
den. Fir SP7 und SP31 konnte Ruben Betz aber keine direkte Interaktion im Y2H-Screen
aufzeigen. Bisher wurden weder fir SP7 noch fur SP31 weiterfihrende Untersuchungen zur
Verifizierung der jeweilgen Interaktionen durchgefihrt.

Im Gegensatz dazu konnte die Interaktion von SP7 mit MtERF19 mittels BiFC in N. bentha-
miana bereits bestatigt werden. Dieser Befund schlieBt dennoch eine weitere Interaktion von
SP7 mit den RNA-bindenden Proteinen oder anderen Klonen der Y2H-Analyse nicht aus. Ein
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einzelnes Effektorprotein kann durchaus an mehreren Stellen in der Pflanze aktiv sein. Der
Effektor AvrRpt2 von Pseudomonas syringae beispielsweise zeigt sich proteolytisch wirksam
gegen funf Proteine von Arabidopsis thaliana (Chisholm et al., 2005; Takemoto und Jones,
2005). Sollte SP7 zudem nur eine transiente Interaktion mit einem andern pilzlichen oder
pflanzlichen Protein ausbilden, kann diese Interaktion mit der Y2H Methode vermutlich nicht
detektiert werden. Durch den Einsatz anderer Methoden zur Identifikation von Protein-
Protein Interaktionen, wie z.B. pulldown/ Ko-Immunprazipitation Experimenten kénnten die
Ergebnisse des ersten Y2H-Screen bestétigt und vervollstandigt werden.

Der Transkriptionsfaktor MtERF19 konnte aufgrund der hoch konservierten N-terminalen
MCGGAII/L Doméne eindeutig der Klasse IV der ERF Transkriptionsfaktoren zugeordnet
werden. Fir viele Mitglieder dieser Familie wurde eine durch pathogenen Befall induzierte
Expressionszunahme experimentell ermittelt (Tournier et al. ,2003; Lee et al., 2004). Wah-
rend der Infektion von M. truncatula Wurzeln mit dem pflanzenpathogenen Ascomyzeten C.
trifolii konnte in dieser Arbeit auch fir MtERF19 eine starke pathogenitats-abhangige Indukti-
on verzeichnet werden. Im klaren Gegensatz dazu wurde im Verlauf der Mykorrhizierung von
M. truncatula mit G. intraradices zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Hochregulation der
MtERF19 Expression beobachtet. Dies lasst darauf schlieBen, dass es den AM-Pilzen mdg-
lich sein muss der Induktion des Transkriptionsfaktors entweder aktiv gegen zu steuern oder
diese durch eine Art Maskierung zu vermeiden. MtERF19 kbénnte einen Ansatzpunkt einer
aktiven Manipulation der transkriptionellen Aktivierung der Immunantwort des Wirtes durch
den Pilz darstellen.

Dennoch wére es interessant zu erfahren, welches MAMP als Ausléser der Signalkaskade
wirkt, die schlieBlich zur Induktion von MtERF19 fihrt. Die Entdeckung dieser Substanz und
des dazugehdrigen PRRs, wirden unser Verstandnis der Signalaustauschprozesse wahrend
der AM entscheidend bereichern. Bisher sind nicht sehr viele pilzliche MAMPs beschrieben.
Neben Chitin (Felix et al., 1993), dem wohl bekanntesten pilzlichen MAMP, wurden auch
Ergosterol (Granado et al., 1995) und N-glykosilierte Hefe-Peptide (Basse und Boller, 1992)
als solche PTl-induzierende Signalstoffe bekannt. Wie in Ramonell et al. (2002) aufgezeigt
wurde, fihrt die Perzeption von Chitin sehr schnell zur Aktivierung der, durch dieses MAMP
induzierten Transkriptionsfaktoren. Da in dieser Arbeit aber demonstriert werden konnte,
dass das Expressionsmuster von M{ERF19 nicht der typischen Antwort auf Chitin entspricht,
erfolgt die Induktion des Transkriptionsfaktors sehr wahrscheinlich durch eine andere pilzli-
che Substanz. Bestatigt wurde diese Annahme zusétzlich durch die fehlende Aktivierung der
Expression von MtERF19 in M. truncatula Pflanzchen bei Zugabe von Krabbenpanzer-Chitin
oder Chitotetraose. Allerdings konnte fir die Chitinperzeption gezeigt werden, dass die Lan-
ge der Chitinfragmente nicht ohne Bedeutung ist und zu lange Fragmente erst nach der Pro-
zessierung durch pflanzliche Chitinasen von den Rezeptoren erkannt werden. Mit Avr4 von
Cladosporium fulvum wurde sogar ein Effektorprotein beschrieben, dass diesen Sachverhalt
ausnutzt und durch Schutz der langen Chitinketten vor Chitinasen deren Spaltung und somit
die Entstehung und Erkennung kirzerer Fragmente durch die entsprechenden PRRs verhin-
dert (van den Burg et al., 2006; de Jonge et al., 2010). Sollte MtERF19 zudem nicht das di-
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rekte Target der durch Chitin induzierten Signalkaskade sein, lieBe sich auch die Verzdge-
rung in der Aktivierung des Transkriptionsfaktors im Zellextrakt-Experiment erklaren.

Ergosterol ist als Bestandteil der Zellmembran in den meisten Pilzen vorzufinden. Interes-
santerweise ist dies jedoch nicht in AM-Pilzen der Fall, die stattdessen Campesterol aufwei-
sen, ein Sterol, dass auch in Pflanzen vorkommt (Fontaine et al., 2001). Ob sich diese unter-
schiedliche Membran Komposition in der Aktivierung von MtERF19/PR10b bemerkbar
macht, wurde bereits im Rahmen dieser Arbeit begonnen zu erforschen. Hierzu wurden M.
truncatula Pflanzchen jeweils fir 6 h und 24 h entweder mit Ergosterol, Campesterol, Stig-
masterol oder Sitosterol inkubiert und die Expression von MtERF19 ermittelt. Hierbei traten
aber so groBe Variationen zwischen den verschiedenen technischen Replikaten auf, dass
keine klaren Schlussfolgerungen aus den Daten gezogen werden konnten (Daten nicht ge-
zeigt). Mdéglicherweise fihrte bei der Durchfihrung dieses Experiment die schlechte Léslich-
keit einiger Sterole zur Applikation von nicht einheitlichen Konzentrationen dieser Stoffe zu
den Pflanzen. Sollte es gelingen dieses Problem zu l6sen, sind weitere Testreihen geplant.

Anstelle von pilzlichen MAMPs ware es theoretisch auch denkbar, dass die Induktion der
M{ERF19 aktivierenden Signalkette auf endogene Faktoren zuriickzufiihren ist. Solche
DAMPs (damage-associated molecular patterns) kdnnten bei der Penetration der Wurzeln
durch die AM-Pilze freigesetzt werden. Denkbar wéren hier bekannte DAMPs wie z.B. Be-
standteile der pflanzlichen Zellwand (Darvill und Albersheim, 1984) oder das Peptid-Hormon
Systemin, welches bei leichten Verletzungen der Zellen abgesondert wird (zusammengefasst
von Boller, 2005). Die Theorie der MtERF19-Aktivierung in Folge einer DAMP-induzierten
Signalkaskade kann jedoch nicht der alleinige Mechanismus sein, der zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors fuhrt, da in diesem Versuch trotz fehlender Mikroverletzungen der
Pflanzen in allen Fallen eine Expressionssteigerung von MtERF19 zu messen watr.

Auch wenn also bisher nicht geklart werden konnte welches oder welche PAMPs/DAMPs zur
Induktion von MtERF19 fihren, so lieB sich dennoch ermitteln, dass auch AM-Pilze eine PTI
in ihren Wirtspflanzen auslésen. Die Fehlende Induktion von MtERF19 im Verlauf der AM-
Symbiose muss somit auf eine aktive Suppression dieser durch den Pilz zurlickzuflihren
sein. Ein hoch interessantes Resultat in diesem Zusammenhang brachte das Infektionsexpe-
riment von SP7-exprimierenden M. truncatula Wurzeln mit C. trifolii hervor. In diesen Linien
konnte eine drastisch reduzierte Induktion von MtERF19 gemessen werden, was alleinig auf
die Wirkung von SP7 zurtickgefuhrt werden kann. Die Interaktion von SP7 und MtERF19
scheint sich damit regulierend auf die Expression von MtERF19 auszuwirken. Da wahrend
dieses Experiments auBBer SP7 keine anderen AM-pilzlichen Proteine zu gegen waren, lasst
dies auBerdem darauf schlieBen, dass neben der Translokation von SP7 auch die Effektor-
funktion des Proteins unabhangig von anderen G. intraradices Proteinen vollzogen werden
kann. Weiterhin lasst dieser Befund vermuten, dass die Unterbindung der MtERF19-
Induktion wahrend der AM auf die Aktivitat von SP7 in der Wirtswurzel zurlickgeflihrt werden
kann.

C. trifolii ist ein kompatibles Pathogen flir M. truncatula, jedoch nicht fir das in dieser Arbeit
eingesetzte Kultivar Jemalong A17. Die Resistenz gegentber C. trifolii wird in M. truncatula
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durch das Gen RCT1 verliehen (Yang et al, 2008). In dem resistenten Kultivar A17 kommt es
bereits sehr schnell nach der initialen Penetration des Pathogens zu einer Abwehrreaktion
von Seiten der Pflanze. Dem Pilz ist es dadurch nicht méglich die Pflanze zu besiedeln. Es
liegt eine so genannte nonhost resistance (NHR) vor. Ausgel6st wird diese, wenn das Pa-
thogen nicht in der Lage ist die basale durch MAMPs oder DAMPs initiierte Pflanzenabwehr
zu unterbinden (Zipfel, 2008; Hein et al., 2009). Die Resistenz von M. truncatula gegen C.
trifolii ist begleitet von der Produktion von ROS, der lokalen Akkumulation fluoreszierender
Verbindungen und der Induktion der Expression von Abwehrgenen (Torregrosa et al., 2004).
Erst die NHR von A17 gegenlber C. trifolii ermdglicht somit die Untersuchung der Auswir-
kungen der Expression von SP7 und MtERF19 auf die Induktion von Abwehrgenen der
Pflanze. Ein kompatibles Pathogen ware vermutlich in der Lage die Induktion der Abwehrge-
ne von sich aus zu unterdrticken.

Wie in Torregrosa et al. (2004) fur M. truncatula Blatter beschrieben, konnte das Abwehrgen
MtPR10b durch die Infektion mit C. trifolii auch in M. truncatula hairy root-Linien stark indu-
ziert werden. Im Falle einer direkten oder indirekten Abhangigkeit der Induktion dieses Gens
von MtERF19, sollte sich auch die Expression von SP7 regulatorisch auf die Expression des
Abwehrgens auswirken. Tatsachlich gelang es in dieser Arbeit zu demonstrieren, dass in den
SP7-exprimierenden hairy root-Linien nur eine abgeschwéchte Induktion von MtPR10b er-
folgt. Damit konnte bewiesen werden, dass durch die Interaktion mit SP7, die MtERF19-
abhangige Pflanzenabwehr abgemildert wird. Eine solche Manipulation der Pflanzen-
Immunantwort sollte sich positiv auf die pilzliche Kolonisation der Wirtspflanze wéahrend der
AM-Symbiose auswirken. Um diese These zu Uberprifen wurden MtERF19 RNAI- sowie
Ubrerexpressionslinien konstruiert und mit G. intraradices inokuliert. In der Tat filhrte die Re-
duktion der MtERF19 Transkriptmenge durch RNAI zu einer beschleunigten Kolonisation der
M. truncatula Wurzeln. Dieses Ergebnis entspricht somit dem Mykorrhizierungsphanotyp bei
SP7-exprimierenden Wurzellinien und bestétigt die vorangegangene Arbeitshypothese. Im
Gegenzug wurde bei der Uberexpression von MtERF19 tatsachlich ein deutlich negativer
Effekt auf das Voranschreiten der pilzlichen Kolonisation ermittelt.

Bei Uberexpressionsexperimenten mit einigen ERF Transkriptionsfaktoren der Klasse IV
konnte eine erhdhte Resistenz der Pflanzen gegenlber verschiedenen abiotischen Stress-
faktoren, sowie gegen Infektionen durch pathogene Mikroorganismen aufgezeigt werden
(Lee et al., 2004; Lee et al., 2005; Zhang et al., 2009). Mit den Uberexpressionslinien von
MtERF19, konnte im Rahmen dieser Arbeit bisher kein solches Infektionsexperiment durch-
gefihrt werden, da trotz mehrerer Versuche, kein kompatibles Pathogen flr M. truncatula
Jemalong A17 zur Verfigung gestellt werden konnte. Dennoch liegt der Verdacht nahe, dass
auch bei MtERF19-Uberexpressionslinien eine gesteigerte Resistenz gegeniiber Pathoge-
nen vorliegen kdnnte, wie das folgende Modell zeigen soll: Durch nutzbringende Mikroorga-
nismen des Bodens, wie z.B. AM-Pilze oder auch Rhizobakterien, kann in Pflanzen die so
genannte induced systemic resistance (ISR) ausgeldst werden. Die Perzeption der MAMPs
dieser Mikroorganismen bewirkt in der Pflanze eine leichte systemische Aktivierung der Ab-
wehrreaktion (Bakker et al., 2007; Van Wees et al., 2008). Dies hat ein Priming der Pflanze

105



6 Diskussion

und eine verbesserte Resistenz gegenlber pathogenem Befall zur Folge. Vermittelt wir die
ISR hauptséachlich durch die Jasmonsaure (JA) und Ethylen (ET) -abhangigen Signalwege
(Conrath et al., 2006; Van Wees et al., 2008). Fir das nachste Homolog von MtERF19, den
Transkriptionsfaktor LIERF19, konnte eine Induktion durch eine kombinierte Anwendung von
JA und ET nachgewiesen werden (Asamizu et al.,2008). Zudem konnte dem MtGEA ent-
nommen werden, dass auch MtERF19 durch Zugabe von Methyl-Jasmonaten stark induziert
wird. Eine ISR, ausgeldst durch die Besiedelung einer Pflanze mit G. intraradices, kdnnte
somit zu einer JA- und ET-vermittelten systemischen Induktion von MtERF19 und damit zu-
sammenhangend von MtPR10b fuhren. Fir die Pflanze hétte dies eine erhdhte Resistenz
gegenlber Pathogenen zur Folge. Fir den AM-Pilz hingegen bliebe die systemische, ebenso
wie die lokale, durch MAMPs ausgeléste Induktion von MtERF19 folgenlos, da er durch Sek-
retion von SP7 dieser gegenwirken kann (Abb. 6.2).

FPathogene
Infektion

-

Resistenz
-

ERF19/PR-Gen
Inclukion

- '.\>’A_N2;F'ilz

6.2 Model der erh6hten Resistenz in AM-Pflanzen durch systemische MtERF19 Expression

MtERF19 wird Uber zwei Signalwege induziert, die entweder die lokale oder die systemische Resistenz gegen-
Uber Pathogenen verbessern.

Links: Die MAMP-induzierte Aktivierung von MtERF19 fuhrt zur lokalen Induktion einer Abwehrreaktion gegen
Pathogene Mikroorganismen.

Rechts: Die systemische Induktion von MtERF19 Uber JA + ET fUhrt zu einer gesteigerten Resistenz gegentber
Pathogenen. Der AM-Pilz G. intraradices kann durch Sekretion des Effektorproteins SP7 die MtERF19 induzierte
Abwehrreaktion der Pflanze umgehen. Die Ausbreitung der AM-Symbiose wird somit nicht negativ beeinflusst.
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6.5 SP7 - ein universelles Effektorprotein

Die Suche nach Effektorproteinen zahlt in den letzten Jahren zu den hot topics auf dem For-
schungsgebiet der Mikroben-Pflanzen-Interaktionen. Wahrend die ersten bekannten Ef-
fektorproteine von Bakterien und Oomyzeten isoliert wurden, ist es der intensiven For-
schungsarbeit vieler Arbeitsruppen zu verdanken, dass nun langsam auch unser Wissen
Uber Effektorproteine in Pilz-Pflanzen-Interaktionen stetig steigt (zusammengefasst in de Witt
et al, 2009). Beim Vergleich der aus diesen Arbeiten resultierenden Verdéffentlichungen fallt
auf, dass nur wenige der charakterisierten Effektorproteine sich in ihrer Wirkung gleichen
und fir fast jedes Pilz-Pflanze-System neue Wirkmechanismen und Effektorfunktionen ent-
deckt werden. Dies ist sicherlich auf die lange Koevolution von Effektoren und ihren korres-
pondierenden R Genen zurlickzufiihren, die im allgemein anerkannten Zig-Zag-Model be-
schrieben wird (Jones und Dangl, 2006). Vermutlich auch bedingt dadurch, weisen viele Pa-
thogene ein relativ eng begrenztes Wirtsspektrum auf. bzw. zeigen sich die meisten Pflanzen
resistent gegenuber der Aktivitat vieler pathogener Effektorproteine. Im klaren Kontrast dazu
kann die AM-Symbiose von Uber 80 % aller Landpflanzen mit verschiedensten AM-Pilzen
ausgebildet werden. AM-Pilze missen daher entweder Uber eine sehr groBe Menge an Ef-
fektorproteinen verfligen oder ihre Effektorproteine mussen ihre Wirkung in vielen unter-
schiedlichen Pflanzen entfalten kénnen. Eine weitere Mdéglichkeit bestédnde in einer groBen
Variabilitdt der einzelnen Effektorproteine, wie sie z.B. durch alternatives SpleiBen erreicht
werden konnte.

Inwieweit SP7 auch in anderen Pilz-Pflanze Interaktionen als Effektorprotein wirken kann,
wurde im M. oryzae-Reis Pathosystem getestet. Hierbei konnte eine erstaunliche Beobach-
tung gemacht werden: Reiswurzeln, die mit transgenen, SP7-exprimierenden M. oryzae
Stammen infiziert wurden, zeigten einen abgemilderten Infektionsphanotyp im Vergleich zu
Pflanzen, die mit dem Kontroll M. oryzae Stamm infiziert wurden. Dieser Befund Uberrascht,
da die fir das Effektorprotein SP7 nachgewiesene Immun-supprimierende Funktion erwar-
tungsgeman eher in einer gesteigerten Infektion der Pflanzen durch M. oryzae resultieren
sollte. M. oryzae ist ein hemibiotriopher Pilz, der kurze Zeit biotroph in der Pflanze wéchst,
dann aber den Wechsel zur nekrotrophen Lebensweise vollzieht. Die durch SP7 induzierte
Milderung der Abwehrreaktion der Pflanze, kénnte dem Pilz die Mdglichkeit verschaffen, sei-
ne biotrophe Phase auszuweiten und den Switch zur nekrotrophen Phase zu verschieben.

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte basiert die Effektorwirkung von SP7 in M. trunca-
tula auf der Interaktion des Proteins mit dem Transkriptionsfaktor MtERF19. Fir andere
Wirtspflanzen wurden bisher keine Studien durchgefihrt. Die Familie der AP2/ ERF Tran-
skriptionsfaktoren ist eine groBe Proteinfamilie, die es nur im Pflanzenreich gibt. Die Expan-
sion der Familie ist vermutlich auf Genduplikationen zuriickzufiihren sowie anschlieBenden
evolutiondren Veranderungen der Proteine (Gutterson und Reuber, 2004). Wie fir andere
Transkriptionsfaktoren gezeigt wurde sind funktionelle Doméanen von solchen evolutiondren
Ereignissen weniger betroffen wie die restlichen Teile der Proteine (Anusha et al., 2003).
Dies flhrte dazu, dass auBerhalb der konservierten Domanen auch die Transkriptionsfakto-
ren der Klasse IV, zu denen MtERF19 zahlt, eher wenig konserviert sind. Eine Interaktion
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von SP7 mit Homologen von MtERF19 in anderen Pflanzen ist daher am wahrscheinlichsten
an diesen stark konservierten Bereichen zu erwarten, wobei die AP2-Domane bereits ausge-
schlossen werden konnte. Eine andere Mdglichkeit besteht in der Interaktion Gber strukturell
konservierte Bereiche. Uber die Proteinstruktur von SP7 ist bisher nichts bekannt. Der au-
Bergewodhnliche Aufbau der Repeats aber lasst auf eine spezifische Proteinstruktur schlie-
Ben, die im Zusammenhang mit einer moglichen Interaktion stehen kénnte.
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6.3 Model der SP7 Effektorfunktion

Pflanzenzellen erkennen pilzliche MAMPs bereits zu frilhen Zeitpunkten der Symbiose. Die Perzeption dieser
Substanzen durch pattern recognition receptors (PRRs) aktiviert eine Signalkaskade die in der Expression des
Transkriptions MtERF19 resultiert. MtERF19 wiederum aktiviert durch die Induktion des PR710b Gens die Ab-
wehrreaktion der Pflanze. G. intraradices wirkt dierser Reaktion durch die Sekretion von Effektorproteinen wie
SP7 (und SP31) entgegen. SP7 transloziert zum Pflanzenzellkern, interagiert dort mit MtERF19 (und eventuell
anderen unbekannten Proteinen), wodurch die Immunantwort der Pflanze unterdriickt wird. Dies ermdglicht es
den AM-Pilz den biotrophen Status zu etablieren.

Die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse kénnen zu folgendem Modell der Effektorwir-
kung von SP7 zusammengefasst werden: Wird ein bisher unbekanntes MAMP der AM-Pilze
durch die entsprechenden pattern recognition receptors (PRRs) der Wirtspflanze erkannt,
resultiert dies in einer Signaltransduktionskaskade die zur Induktion der PTI fUhrt. In Folge
dieser wird auch der Transkriptionsfaktor MtERF19 induziert der weiterfihrend fir die Akti-
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vierung pflanzlicher Abwehrgene, wie dem PR10b Gen sorgt. Durch Sekretion des Effektor-
proteins SP7 kann der AM-Pilz G. intraradices dieser Abwehrreaktion entgegnen. Das Pro-
tein transloziert in die pflanzliche Zelle und interagiert im Zellkern mit dem Transkriptionsfak-
tor MtERF19. Die Beteiligung anderer Proteine an dieser Interaktion kann bisher nicht aus-
geschlossen werden. Durch die Wechselwirkung von SP7 und MtERF19 wird die abwehr-
induzierende Wirkung von MtERF19 gehemmt und die Abwehrreaktion der Pflanze gestoppt.
Den AM-Pilzen ist es dadurch mdglich ihren biotrophen Status zu etablieren.

6.6 Fazit und Perspektive

AM-Pilze existieren seit 400 Millionen Jahren morphologisch unverédndert auf unserem Pla-
neten und kdnnen daher getrost als lebende Fossilen bezeichnet werden. Schon evolutionar
friih trennte sich der Stamm der Glomeromycota von den anderen Pilzstdmmen ab. Aus die-
sem Grund wurde lange Zeit angenommen, dass die AM-Pilze keine der Mechanismen
Ubernommen haben, die Pathogene zur Manipulation ihrer Wirtspflanzen nutzen.

In dieser Arbeit jedoch konnte mit SP7 das erste Effektorprotein in der AM-Symbiose ent-
deckt und charakterisiert werden. Dies beweist, dass auch die mutualistisch symbiontischen
AM-Pilze Effektorproteine sekretieren, die der Manipulation ihrer Pflanzenpartner dienen und
dadurch die Etablierung der Symbiose erméglichen. Diese Erkenntnisse kénnten maBgeblich
zum Verstandnis der Prozesse beitragen, die fir die Anpassung des Pilzes an die Pflanze
und den Fortbestand der nutzlichen Interaktion unabdinglich sind. Dadurch kdnnte diese
Arbeit moglicherweise den Weg fur einen verbesserten Einsatz von AM-Pilzen in der
nachhaltigen Landwirtschaft ebnen.

Nichtsdestotrotz bleiben viele Fragen bezuglich der Effektorfunktion von SP7 noch offen und
bieten interessante Ansatzpunkte fir weitere Analysen. Von besonderem Interesse ware es
mehr Uber transkriptionelle Verdnderungen im Wirt zu erfahren, die durch die Expression von
SP7 ausgelést werden. Um diesen Sachverhalt genauer zu untersuchen sind Microarray
Analysen bei induzierbarer Expression von SP7 geplant. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass es, ausgeldst durch verschieden Pilzextrakie, zu einer PTI-vermittelten
Induktion von MtER19 kommt. Es konnte jedoch nicht eindeutig die Substanz bzw. die
Substanzen identifiziert werden, die diese Induktion auslésen. Durch Modifikation der
Pilzextrakte mit Chitinasen/Glukanasen, detailiertere Zeitreihen Experimente und
verschiedenen Konzentrationen bei der direkten Zugabe potentieller PAMPs kdnnte der
aktuelle Kenntnisstand schnell vorangetreiben werden.

Bisher gelang es SP7 als ersten auch in Arbuskeln exprimierten Effektor zu isolieren. Uber
weitere Effektorproteine in arbuskel-haltigen Geweben ist bisher nichts bekannt, doch gerade
arbuskel-spezifische Effektoren hatten groBes Potential die Genexpression in den arbusklel-
haltigen Kortexzellen zu manipulieren und Einfluss auf den Austausch von Nahrstoffen zu
nehmen (Skibbe et al, 2010). Durch Optimierung der Gewinnung dieses schwer
zuganglichen symbiotischen Materials, kdnnte in einem erneuten YSST mehr Uber diese
spezialisierten Proteine erfahren werden.
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